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La artrosis es una de las principales causas de discapacidad 
crónica. Su etiopatogenia no está definida. El conocimiento 
actual indica que las lesiones artrósicas son la consecuencia del 
fracaso de la respuesta anabólica para hacer frente al incremento 
en el daño y degradación del cartílago. Muchos estudios han 
demostrado que el TGF-ß es un potente inductor de la respuesta 
anabólica y antagonista del catabolismo del cartílago. Por lo 
tanto, se considera que TGF-ß desempeña un papel fundamental 
en el cartílago artrósico. El objetivo del presente trabajo es 
obtener una colección de muestras de cartílago humano para 
determinar los niveles de expresión de diferentes moléculas 
implicadas en la ruta de TGF-ß, tratando de evidenciar cambios 
en la expresión de dichas moléculas, lo que podría explicar su 
implicación en la etiopatogenia de la artrosis. 
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A artrose é unha das principais causas de discapacidade crónica. 
A súa etiopatoxenia non está definida. O coñecemento actual 
indica que as lesións artrósicas son a consecuencia do fracaso da 
resposta anabólica para facer frente ó incremento no dano e 
degradación do cartílago. Moitos estudos demostraron que o 
TGF-β é un potente inductor da resposta anabólica e un 
antagonista do catabolismo do cartílago. Polo tanto, considérase 
que TGF-β xoga un papel fundamental no cartílago artrósico. O 
obxectivo do presente traballo é obter unha colección de mostras 
de cartílago humano para determinar os niveis de expresión de 
diferentes moléculas implicadas na ruta de TGF-β, tratando de 
evidenciar cambios na expresión de ditas moléculas, o que 
podería explicar a súa implicación na etiopatoxenia da artrose. 
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Osteoarthritis is a major cause of chronic disability. Its 
pathogenesis is not defined. Current knowledge indicates that 
osteoarthritic injuries are the result of the failure of the anabolic 
response to cope with the increase in damage and cartilage 
degradation. Many studies have shown that TGF-ß is a potent 
inducer of the anabolic response and a cartilage catabolism 
antagonist . Therefore, it is considered that TGF-ß plays a 
fundamental role in osteoarthritic cartilage. The aim of this study 
is to obtain a collection of samples of human cartilage to 
determine the expression levels of different molecules involved 
in the pathway of TGF-ß, trying to detect changes in the 
expression of these molecules, which could explain their 
involvement in the pathogenesis of osteoarthritis. 
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18S rRNA:  18S ARN ribosomal. 
ACG1:  agrecano. 
ACTB:  actina beta. 
ALK:  quinasa tipo receptor de activina (activin receptor like 
kinase). 
ARN:  ácido ribonucleico. 
B2M:  beta 2 microglobulina. 
BMPs:  proteínas morfogenéticas óseas ( bone morphogenetic 
proteins). 
Ct:  ciclo umbral (cycle threshold). 
COL2A1:  colágeno tipo II alfa 1. 
ERK:  quinasas reguladas por señales extracelulares 
(extracellular-signal regulated kinases). 
GAPDH:  gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa (glyceraldehyde 
3-phosphate dehydrogenase). 
HMBS:  hidroximetilbilano sintasa. 
IL:  interleuquina.  
JAK:  janus quinasas (Janus Kinase).  
JNK:  quinasas c-JUN N-terminal (c-JUN N-terminal Kinases). 
LAP:  péptido asociado de latencia (latency associated peptide).  
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MAPK:  proteínas quinasas activadas por mitógenos (mitogen 
activated protein kinase).  
ECM:  matriz extracelular (extracellular matrix).  
HPRT1:  hipoxantina fosforibosiltransferasa (hypoxanthine 
phosphoribosyltransferase). 
IGF-1:  factor de crecimiento insulínico tipo 1 (insulin-like 
growth factor 1). 
MMPs:  metaloproteinasas de matriz extracelular (matrix 
metalloproteinases). 
NO:  óxido nítrico (nitric oxide). 
OA:  artrosis (osteoarthritis). 
PCR:  reacción en cadena de polimerasa (polymerase chain 
reaction). 
PPM1A:  proteína fosfastasa 1A (protein phosphatese 1A). 
qPCR:  reacción en cadena de polimerasa cuantitativa 
(quantitative polymerase chain reaction). 
R:  receptor. 
RPL13A:  proteína ribosomal L13A (ribosomal protein L13A). 
RT:  transcripción inversa (reverse transcription). 




SLRPs:  proteoglicanos de pequeño tamaño ricos en leucina 
(small leucine-rich repeat proteoglycan). 
SMADs:  homólogas de la proteína de Drosophila (mothers 
againts decapentaplegic , MAD) y la proteína de C. 
elegans SMA (small body size). 
TBP:  proteína de unión a TATA (TATAbox binding protein). 
TGFβ:  factor de crecimiento transformante beta (transforming 
growth factor beta).  
TIMPs:  inhibidores tisulares de las metaoloproteinasas (tissue 
inhibitors of metalloproteinases). 
TNFα:  factor de necrosis tumoral alfa (tumor necrosis factor 
alpha). 























La artrosis (OA) (OMIM 165720) es una enfermedad 
multifactorial que afecta a diferentes tejidos que forman parte de 
la articulación. La destrucción del cartílago es uno de los mayores 
problemas que se produce en la OA y el cartílago es el principal 
objetivo del enfoque terapéutico. Se han propuesto diferentes 
factores de crecimiento como candidatos que podrían estimular a 
los condrocitos para reparar la matriz extracelular (ECM) dañada. 
En concreto, se ha identificado un factor de crecimiento con un 
gran potencial para la reparación del cartílago, el factor de 
crecimiento transformante beta (TGF- ß). Sin embargo, todavía 
hay muchas incógnitas sobre su papel en la OA y este trabajo se 
centra en contribuir a clarificar el papel que TGF-ß desempeña 










La OA es la enfermedad articular más prevalente y conlleva una 
elevada morbimortalidad, con la consiguiente gran carga 
económica que ello acarrea [1]. Las perspectivas actuales son que 
esta problemática se vea agravada debido al envejecimiento de la 
población y al incremento en la prevalencia de la obesidad [2]. 
Todavía se desconoce la etiología de la OA aunque se han 
identificado algunos factores de riesgo. Entre los factores de 
riesgo sistémicos se incluyen la susceptibilidad genética, grupo 
étnico, sexo, edad y nutrición. El principal factor de riesgo es la 
edad [3]. También son importantes los factores locales como la 
historia de daño articular previo, debilidad muscular o deformidad 
articular, pudiendo ser causantes de una alteración en la carga 
articular y por lo tanto, elevando el riesgo de desarrollar OA. 
Además, el incremento de la carga producido por el sobrepeso o 
la práctica de actividad física perjudicial también aumentan las 
posibilidades de aparición de OA [4]. A pesar del conocimiento de 
estos factores de riesgo, los mecanismos principales implicados en 
el desarrollo de la OA todavía están por dilucidar. 
Lo que parece estar claro es que en la OA no estamos ante un 
único evento como principal causante del daño, si no que nos 
enfrentamos a múltiples desencadenantes (factores locales, 
sistémicos, genéticos, ambientales), los cuales se interrelacionan 
entre ellos y acaban desembocando en un mismo camino que 
conduce al desarrollo final de la OA. 
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Ya se ha dicho que el envejecimiento es el principal factor de 
riesgo para el desarrollo de OA. Con la edad se modifica la 
estructura de los componentes de la ECM, lo que altera sus 
propiedades biomecánicas [5]. El tamaño de las moléculas de 
agrecano se reduce y esto hace que la ECM retenga menos agua y 
la resistencia del cartílago se vea afectada [6]. También se ven 
afectados los condrocitos, se produce un aumento del 
catabolismo mediante el aumento de la expresión de 
interleuquinas (IL) IL-1, IL-6 y metaloproteinasas de matriz 
(MMPs), además hay un descenso en la actividad anabólica del 
condrocito, como lo demuestra un déficit en la respuesta al 
factor de crecimiento insulínico-1 (IGF-1) [7]. En líneas 
generales, con el envejecimiento se produce un desequilibrio a 
favor del catabolismo, los condrocitos pierden su capacidad 
reparativa y se produce una pérdida de la flexibilidad del 
cartílago. Todo ello, en presencia de otros factores de riesgo, crea 
un escenario favorable a la aparición de OA [7, 8]. 
Se sabe con certeza que hay múltiples factores mecánicos que 
pueden favorecer la aparición de daño en el cartílago. El aumento 
de presión en el cartílago puede alterar la estructura de la ECM y 
mediante mecanorreceptores, activar señales que inducen la 
expresión de citoquinas, activando el catabolismo [9]. Esto 
explicaría la elevada incidencia de OA de rodilla en personas 
obesas [10, 11]. Con el envejecimiento se producen cambios en la 
laxitud de los ligamentos y la fuerza muscular decae, lo que 
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contribuye a una distribución anormal de la presión en el cartílago. 
Esto puede llevar a la aparición de fisuras en el mismo. 
El hueso subcondral también juega un papel relevante en la OA. 
La sobrecarga mecánica puede producir microfracturas en el 
hueso que conllevan un aumento de la remodelación [12]. Esto 
cambios estimularían la síntesis de factores de crecimiento que 
serían los causantes de la esclerosis del hueso subcondral y de la 
aparición de osteofitos. 
La incidencia de OA en mujeres postmenopáusicas sugiere la 
existencia de factores hormonales implicados en la aparición de 
OA. Los condrocitos poseen receptores de estrógenos y la 
estimulación de los mismos induce la síntesis de factores de 
crecimiento [13]. Además, se ha descrito que los estrógenos son 
capaces de interferir la secreción de IL-1 en condrocitos [14].  En 
distintos modelos animales se ha visto que el déficit de 
estrógenos conduce a la aparición de cambios artrósicos [15].  
En resumen, todos los factores que se acaban de comentar 
(envejecimiento, sobrecarga mecánica, factores hormonales) tienen 
algo en común, se produce una alteración en el metabolismo del 
cartílago con la consiguiente liberación de citoquinas que conduciría 
a un aumento del catabolismo y la creación de un contexto 
inflamatorio que favorecería la aparición del daño artrósico [16]. 
En la OA hay diferentes tejidos implicados: cartílago, tejido 
sinovial y hueso (Figura 1). Las principales alteraciones que se 
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producen en la OA son la degradación del cartílago hasta su 
desaparición, fibrosis sinovial, esclerosis del hueso subcondral y 
la aparición de osteofitos en los márgenes articulares [17]. 
 
Figura 1. Representación esquemática de la artrosis. La parte 
izquierda de la figura muestra una articulación sana mientras que la 
parte derecha representa una articulación artrósica, en la que se 
evidencia una pérdida de cartílago con el consiguiente 
adelgazamiento del espacio articular y la aparición de osteofitos 
Podemos encontrarnos casos de OA en los que no hay 
manifestaciones clínicas y sólo hay evidencia de cambios 
estructurales o alteraciones radiológicas, esto es lo que se define 
como OA radiográfica. Aunque lo habitual es que la OA se 
acompañe de una serie de características clínicas como son la 
presencia de dolor articular, rigidez, episodios de inflamación y 




Aunque la OA sea considerada como una enfermedad que afecta 
al conjunto de la articulación, incluyendo cartílago articular, hueso 
y tejido sinovial, el principal protagonista es el cartílago. El 
cartílago es un tejido con una muy limitada capacidad reparativa. 
En consecuencia, el daño del cartílago conduce a una enfermedad 
progresiva. Esto hace que sea de especial relevancia el tratar el 
daño del cartílago en fases precoces, para evitar que éste avance. 
El cartílago es un tejido avascular que obtiene sus nutrientes del 
tejido sinovial. El agua es el componente más abundante del 
cartílago articular, representando hasta el 80% del peso del 
cartílago [18]. Los condrocitos son las únicas células presentes en 
el cartílago y se encuentran sumergidos en la ECM que está 
compuesta principalmente por colágeno y proteoglicanos [19]. El 
colágeno es la molécula estructural más abundante de la ECM, 
aportando en torno al 60% del peso seco del cartílago. El 
colágeno tipo II constituye en torno al 95% del colágeno 
presente en el cartílago articular y es el encargado de aportar la 
característica resistencia a la tracción [20]. Los proteoglicanos 
son el segundo grupo de macromoléculas en la ECM, siendo el 
agrecano el proteoglicano de mayor tamaño y el más abundante, 
representando alrededor del 10-15% del peso seco del cartílago. 
El agrecano se asocia con el ácido hialurónico para formar 
agregados y así conferir el soporte estructural y rigidez al tejido, 
esto lo consigue mediante la retención de agua en la matriz [21].  
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En humanos, el cartílago se compone de tres zonas bien definidas: 
superficial, media y profunda, cada una de ellas con una 
composición diferente (Figura 2). En la zona superficial los 
condrocitos en forma de disco y las fibras de colágeno se orientan 
de forma paralela a la superficie articular, mientras que en las 
zonas media y profunda los condrocitos adoptan una forma 
esférica y las fibras de colágeno pasan a tener una disposición 
perpendicular a la superficie articular [17]. La zona profunda está 
separada de la zona calcificada por medio de la línea de marea 
(tidemark). La zona calcificada es la encargada de anclar las fibras 
de colágeno de la zona profunda al hueso subcondral [22]. 
 
 
Figura 2. Representación gráfica del cartílago humano. La imagen de 
la izquierda muestra la organización de los condrocitos. En la zona 
superficial los condrocitos son pequeños y aplanados y están 
orientados paralelamente a la superficie articular. En la zona media los 
condrocitos son redondeados y están dispuestos de forma aleatoria. 
En la zona profunda los condrocitos están agrupados en columnas y 
grupos isogénicos. En la imagen de la derecha se representa la 
orientación de las fibras de colágeno. En la zona superficial las fibras 
de tamaño pequeño y medio se orientan paralelas a la superficie 
articular. En las zonas media y profunda las fibras se agrupan y se 
orientan de forma perpendicular a la superficie articular 
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1.3.1 Cartílago y OA 
Se pueden destacar varias características distintivas en el daño 
que se produce en el cartílago en la OA. A diferencia de lo que 
cabría esperar, se ha visto que hay un aumento en la síntesis de 
moléculas de la matriz. De todos modos, con el tiempo, la 
degradación de la matriz supera a la síntesis de nuevas moléculas, 
lo que hace que el balance neto sea negativo. En la OA precoz la 
superficie del cartílago todavía se muestra intacta, aunque se 
pueden aprecian áreas de edema localizado o incluso pequeñas 
fisuras. Es ahí cuando los condrocitos empiezan a proliferar y se 
forman grupos isogénicos. Además, se pueden detectar 
condrocitos hipertróficos. Posteriormente, la zona superficial 
muestra fisuras y pérdida de condrocitos. Las fisuras se agrandan 
y se extienden a la zona media, comenzando a aparecer 
erosiones, pérdida de cartílago y, finalmente, deformidad [23]. 
Los condrocitos son los encargados de regular la homeostasis del 
cartílago articular, siendo los encargados de sintetizar colágeno, 
proteoglicanos y proteinasas. La OA es el resultado del fallo de 
los condrocitos a la hora de mantener un equilibrio entre la 
síntesis y la degradación de los componentes de la ECM [24]. 
En la OA, la pérdida de calidad de la matriz se debe a 
alteraciones en el proceso de diferenciación de los condrocitos 
[25]. Esto implicaría una disminución en la expresión de 
colágeno tipo II y agrecano y un aumento en la expresión de la 
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MMP13. Hay un incremento en la síntesis de proteinasas que 
degradan el colágeno y agrecano y un descenso en la expresión 
de los inhibidores de estas metaloproteinasas (TIMPs). 
Los condrocitos pueden ser estimulados por citoquinas 
catabólicas para así liberar productos que degradan y dañan el 
cartílago. En los años 80 se sugirió que la catabolina, hoy 
conocida como interleuquina-1 (IL-1), podría jugar un papel en 
la OA. Distintos trabajos describieron su capacidad para inducir 
metaloproteinasas en cartílago y poder estimular a los 
condrocitos para degradar tanto colágeno como proteoglicanos 
[26, 27]. A día de hoy todavía no está perfilado el mecanismo 
exacto por el cual el condrocito se activa en la OA, pero la IL-1ß 
se ha postulado como un mediador fundamental en este proceso 
[28]. IL-1ß promueve el daño en el cartílago mediante un 
incremento en la actividad enzimática e inducción del proceso 
inflamatorio, al mismo tiempo que inhibe la síntesis de 
inhibidores enzimáticos [29]. IL-1ß y el factor de necrosis 
tumoral α (TNF-α) son capaces de inducir a los condrocitos para 
que generen óxido nítrico (NO) [30], metaloproteinasas de 
matriz [31] y agrecanasas [32] y fomentan la inhibición de la 
síntesis de agrecano y colágeno tipo II [33-37]. 
Un aumento en la degradación no implica necesariamente que se 
produzca un daño en el cartílago, siempre y cuando esto se 
compense con un aumento en la síntesis. Además de factores 
catabólicos, los condrocitos también expresan factores 
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anabólicos, como pueden ser IGF-1 y TGF-ß, los cuales 
estimulan la producción de matriz extracelular [38-41]. En la OA 
precoz se ha descrito un aumento de la actividad anabólica, 
acompañada de un aumento en la expresión de TGF-ß [42, 43]. 
Este incremento en la producción de componentes de la ECM 
sugiere que la OA es algo más que un proceso en el que se 
acelera la degradación del cartílago. 
En cartílago artrósico, el condrocito presenta un patrón de 
expresión de citoquinas y factores de crecimiento diferente al del 
condrocito sano. De hecho, los condroditos procedentes de 
tejido artrósico expresan mayores niveles de IL1-1α y ß y del 
receptor de IL-1 tipo I (IL-1RI), mientras que la expresión del 
receptor de IL-1 tipo II (IL-1RII), supresor de la actividad de IL-
1 está disminuida [44, 45]. De esta forma, no sólo hay mayores 
niveles de IL-1 en OA, si no que además los condrocitos son 
más sensibles a IL-1 y por lo tanto, la susceptibilidad al daño 
inducido por IL-1 se encuentra aumentada. En cartílago sano se 
vio que los condrocitos podían contrarrestar los efectos de IL-1 
con TGF-ß pero con la edad esta habilidad disminuía [46]. 
1.4 Tejido sinovial 
El tejido sinovial juega un papel relevante en la patogenia de la 
OA. En las articulaciones artrósicas se produce una hiperplasia y 
fibrosis del tejido sinovial [47]. Además, en la OA se ha descrito 
la presencia de inflamación del tejido sinovial, hecho que se 
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pensaba prácticamente exclusivo de la artritis reumatoide. En la 
OA precoz se produce una infiltración mononuclear y se 
detectan en tejido sinovial citoquinas proinflamatorias y 
mediadores del daño articular [48, 49]. Existe una correlación 
entre el grado de inflamación y la severidad de la condropatía, lo 
que indicaría que la inflamación podría ser un factor predictivo 
en la OA [50]. En pacientes con OA precoz, el tejido sinovial 
inflamado libera citoquinas catabólicas como IL-1α, IL-1ß y 
TNF-α [49, 50]. La correlación entre sinovitis y condropatía y la 
liberación de citoquinas por parte del tejido sinovial son hechos 
que sugieren que la sinovitis contribuye al desarrollo de la OA. 
1.5 Osteofitos 
En la OA, además del daño del cartílago y la fibrosis sinovial, 
muchas veces aparecen osteofitos. Los osteofitos aparecen en los 
márgenes articulares. Se piensa que son el resultado de células 
mesenquimales presentes en el periósteo, activadas mediante 
estímulos biomecánicos para que se produzca una condrogénesis. 
Se ha dividido el proceso de desarrollo de osteofitos en cuatro 
fases. La fase I comenzaría con una condensación de células 
mesenquimales y la expresión de colágeno tipo II y agrecano. La 
fase II consistiría en la aparición de tejido fibroso y colágeno tipo 
I. En la fase III se observa una organización zonal y los 
condrocitos se hipertrofian. Por último, en la fase IV en la que 
aparece el osteofito maduro en el que se evidencia la expresión 
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de colágeno tipo II, agrecano y colágeno tipo IX [51]. Todavía 
no está claro si los osteofitos tienen un efecto positivo o 
negativo en la OA. Los osteofitos se han asociado con una 
alineación alterada de la articulación, limitación de la movilidad y 
un riesgo incrementado de progresión estructural en la OA [4]. 
Por otra parte, pacientes con varo tienen osteofitos mediales de 
gran tamaño. Se demostró que la extirpación de los osteofitos en 
estos pacientes aumentaba el varo, sugiriendo que los osteofitos 
ayudaban a estabilizar la articulación [52]. No está claro si el 
desarrollo de osteofitos es un mecanismo compensatorio que 
trata de estabilizar la articulación artrósica o si se trata de un 
daño colateral. También puede tratarse de una combinación de 
ambos, inicialmente los osteofitos tratan de estabilizar la 
articulación pero con el avance de la OA acaban siendo 
perjudiciales. 
1.6 TGF-ß 
La familia de TGF-ß está constituida por más de 40 miembros e 
incluye además de TGF-ßs, activinas y proteínas morfogenéticas 
óseas (BMPs) [53]. Estas moléculas actúan como reguladores de 
un amplio rango de procesos, jugando un papel básico en el 
desarrollo y homeostasis de múltiples tejidos, regulando la 
proliferación celular, diferenciación, apoptosis y migración, así 
como la síntesis de la ECM y su degradación. Además, regulan la 
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respuesta reparativa de distintos tejidos y modulan la función 
inmunológica [54]. 
El primer miembro de la familia, identificado en 1983, fue TGF-
ß, y se denominó así por su capacidad para transformar el 
crecimiento de fibroblastos en cultivo [55, 56]. El TGF-ß es una 
proteína de 25 kDa y está considerada como una citoquina 
multifuncional debido a los variados efectos que tiene sobre 
diferentes tipos celulares. Es un inhibidor muy potente de la 
proliferación de células mieloides, mesenquimales, epiteliales, 
linfoides y endoteliales. Alternativamente, puede inducir la 
proliferación de fibroblastos [57]. Además, estimula la síntesis y 
depósito de proteínas de la ECM por parte de fibroblastos, 
osteoblastos y células endoteliales e induce la expresión de 
integrinas y receptores que regulan las interacciones con 
proteínas de la ECM [58]. También participa en otros procesos 
como puede ser la regulación de factores de crecimiento que 
intervienen en la diferenciación celular. En resumen, TGF-ß 
posee  un gran número de funciones, las cuales dependen de 
múltiples factores, como puede ser el estado de activación 
celular, el nivel de expresión de otras citoquinas o las condiciones 
fisiológicas de las células sobre las que actúa.  
En mamíferos hay tres isoformas de TGF-ß, ß1, ß2 y ß3. Entre 
TGF-ß1 y TGF-ß2 existe una homología del 70% de los 
aminoácidos, mientras que entre TGF-ß2 y TGF-ß3 es del 79% 
[59, 60]. TGF-ß1 y TGF-ß2 muestran una gran similitud 
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conformacional, si bien presentan diferencias en cuanto a su 
estructura local y flexibilidad lo que parece estar relacionado con 
diferencias en la unión al receptor y en las señales de 
transducción inducidas [61, 62]. Además, la expresión de las tres 
isoformas está sometida a distintos mecanismos reguladores ya 
que poseen promotores diferentes [59, 63, 64]. Se han descrito 
diferentes fenotipos para ratones knockout de cada isoforma [65] 
y se demostró que las isoformas de TGF-ß muestran diferentes 
patrones de expresión en tejidos en desarrollo y procesos 
reparativos [66]. Por desgracia, la mayoría de los estudios obvian 
estas diferencias y sólo se estudia TGF-ß1. De forma que cuando 
se hace referencia a TGF-ß, en realidad se trata de TGF-ß1 y 
sólo raramente se dispone de información sobre las otras dos 
isoformas. Esto hace que sea difícil sacar conclusiones sobre la 
participación de TGF-ß2 y TGF-ß3 en la OA. 
TGF-ß se secreta como un compuesto inactivo compuesto por 
un dímero de TGF-ß y un péptido asociado de latencia (LAP) 
[67, 68]. Por lo tanto, TGF-ß requiere liberarse de LAP para 
activarse y así poder unirse a su receptor [69]. La activación 
puede ser inducida por mecanismos físicos (acidificación, 
alcalinización, calor) o por mecanismos biológicos (proteólisis, 
interacciones proteicas) [69-72].  
El TGF-ß activado se une al receptor de TGF-ß tipo 2 
(TGFBR2) para formar un complejo que recluta al receptor de 
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TGF-ß tipo 1 (TGF-ßR1 o ALK5), el cual se activa mediante 
fosforilación [54]. 
Tras la fosforilación del receptor, SMAD2 y SMAD3 se acoplan 
al mismo y también son fosforilados. Las formas fosforiladas de 
SMAD2 y SMAD3 forman un complejo con el Co-SMAD, 
SMAD4 y son transportadas al núcleo donde ejercen su efecto a 
nivel transcripcional, activando diferentes genes [54, 73, 74]. Por 
lo tanto, SMAD2 y SMAD3 son los encargados de llevar la señal 
de TGF-ß al núcleo y actúan como reguladores de múltiples 
procesos, como pueden ser la proliferación, apoptosis y 
diferenciación celular, mediante la regulación de la expresión 
genética. 
Los SMADs inhibitorios (SMAD 6 y SMAD7) pueden inhibir la 
vía de TGF-ß interfiriendo en la fosforilación de SMAD2 y 
SMAD3 (Figura 3). PPM1A es una fosfatasa capaz de revertir la 




Figura 3. Representación de la vía de señalización de TGF-ß. TGF-ß 
se secreta como forma latente asociada a LAP. Cuando se libera de 
LAP, TGF-ß se une al TGF-ßR2. Entonces se produce un 
acoplamiento de TGF-ßR2 con TGF-ßR1, siendo este último 
fosforilado. SMAD2 y SMAD3 se unen a este complejo y a su vez, 
también son fosforiladas. Las formas fosforiladas de SMAD2 y SMAD3 
se unen al Co-SMAD, SMAD4 y se dirigen al núcleo donde inducen la 
activación transcripcional. Los SMAD inhibidores, SMAD6 y SMAD7, 
pueden inhibir esta ruta 
Esta descripción correspondería a la vía canónica de señalización 
de TGF-ß, pero se ha visto que TGF-ß puede ejercer otros 
efectos por vías alternativas. Además del TGF-ßR1 ya descrito, 
también conocido como ALK5, se ha demostrado la existencia 
de otro TGF-ßR1, ALK1, que induce la fosforilación de otros 
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SMADs que suelen ser activados por BMPs (factores de 
crecimiento también pertenecientes a la familia de TGF-ß), 
SMAD1, SMAD 5 y SMAD8, produciendo efectos opuestos a 
los de la vía canónica (Figura 4) [76-78]. En concreto se vio que 
ALK1 era un inductor de la proliferación de células endoteliales, 
mientras que ALK5 inhibía ese efecto [76]. Cabría esperar que 
TGF-ß pudiera ejercer efectos contrapuestos en cartílago en 
función del receptor a través del cual transmitiera su señal. 
 
Figura 4. TGF-ß puede ejercer su efecto a través de dos TGF-ßR1, 
ALK5 y ALK1, con efectos contrapuestos. La vía tradicional sería la de 
ALK5 con la consiguiente activación de SMAD2/3. La ruta alternativa 
es a través de ALK1, activándose SMAD1/5/8 
TGF-ß también puede ejercer su efecto a través de rutas 









quinasas, ERK, JNK y p38 MAPK [79, 80]. Se ha visto que estas 
vías de señalización pueden interactuar con otras rutas de TGF-ß 
[74, 80]. ERK y JNK son capaces de inducir la fosforilación de 
los SMADs, regular la expresión de SMAD7 e incluso pueden 
interactuar a nivel nuclear con los complejos de SMADs y los 
factores de transcripción [81]. La activación de MAPK no es 
exclusiva de TGF-ß y puede deberse a otros estímulos como IL-
1 y TNF- α. EL hecho de que TGF-ß sea capaz de ejercer su 
efecto por distintas vías de señalización genera una dificultad 
añadida a la hora de estudiar esta molécula. 
1.6.1 TGF-ß y cartílago 
TGF-ß juega un papel clave en la condrogénesis. TGF-ß induce 
la condensación de células mesenquimales [82] y es un regulador 
clave de la diferenciación y maduración de los condrocitos [83]. 
Del mismo modo, TGF-ß también juega un papel crucial en la 
homeostasis del cartílago, a la hora de mantener el equilibrio 
existente entre los factores anabólicos y catabólicos presentes en 
cartílago. TGF-ß  estimula la producción de proteínas de la ECM 
y al mismo tiempo es capaz de bloquear la degradación de las 
mismas. En la misma línea, TGF-ß es capaz de contrarrestar la 
degradación del cartílago inducida por IL-1 y TNF-α [84, 85]. 
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1.6.2 TGF-ß y OA 
Históricamente se le ha asignado a TGF-ß un papel protector en 
cartílago y se pensaba que un descenso en los niveles de 
expresión de TGF-ß podían favorecer el desarrollo de la OA. De 
un tiempo a esta parte, cada vez hay más evidencia científica que 
induce a pensar que esta teoría no está tan clara, que incluso se 
podría pensar que en la OA TGF-ß pierde su función 
homeostática y pasaría a ser un promotor del daño que se 
produce en el cartílago. 
1.6.2.1 Efecto protector 
El papel como agente protector del cartílago se basa en 
diferentes trabajos en los que se vio que TGF-ß era un potente 
inductor de la respuesta anabólica por parte del condrocito y 
además era capaz de antagonizar los efectos catabólicos de TNF-
α y de IL-1 [84, 86, 87]. Consistente con esta idea, se vio que 
había un incremento de la expresión de TGF-ß en un modelo 
experimental de OA y que al bloquear TGF-ß se producía un 
incremento en la pérdida de proteoglicanos y un mayor 
adelgazamiento del cartílago [88]. También corrobora la hipótesis 
del efecto protector de TGF-ß en cartílago lo descrito con la 
asporina. La asporina es una proteína perteneciente a la familia 
de los proteoglicanos de pequeño tamaño ricos en leucina 
(SLRPs) y cuyo papel funcional es modular la vía de señalización 
de TGF-ß. Mediante el secuestro de TGF-ß en la ECM, evita su 
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unión al TGF-ßR [89, 90], inhibiendo su señal. Se vio que un 
alelo de la asporina se encontraba incrementado de forma 
significativa en pacientes con OA de rodilla en comparación con 
controles [91]. En el mismo trabajo se vio que la asporina con el 
alelo más prevalente en la OA inhibía TGF-ß de forma más 
intensa que el otro alelo [91]. Se podría deducir que al ser TGF-ß 
secuestrado por la asporina se incrementa el riesgo de padecer 
OA [92]. Esto iría en la línea de trabajos que han descrito un 
descenso en la expresión de TGF-ß1 [93], TGF-ß2 y TGF-ß3 
[94] en cartílago humano artrósico. También apoyan el efecto 
protector de TGF-ß en cartílago humano otros estudios en los 
que se vio que había un descenso de los niveles de TGF-ßR2 en 
cartílago humano artrósico [93] o en los que se demostró una 
correlación positiva entre la expresión de ALK5 y la de agrecano 
y colágeno tipo II. Sin embargo, ninguno de estos últimos 
hallazgos es tan claro como para que se pueda considerar como 
definitivo. Algunos, porque no se confirman en otros estudios, 
como las diferencias en los niveles de expresión de TGF-ß [93-
96] . Otros, porque no tienen una clara interpretación, como la 
correlación entre la expresión de ALK5 y la de agrecano y 
colágeno tipo II. 
1.6.2.2 Efecto deletéreo 
De hecho, hay toda una serie de evidencias que apoyan la 
hipótesis contraria, la posibilidad de que TGF-ß esté ejerciendo 
un efecto deletéreo en el cartílago. Se ha descrito que TGF-ß y 
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SMAD3 producen un descenso en la actividad de miR-140 en 
condrocitos humanos [97]. MiR-140 es un microRNA presente 
en cartílago [98], que disminuye la expresión de genes que 
ejercen un papel negativo en el cartílago artrósico, como puede 
ser MMP13. En este escenario TGF-ß estaría induciendo un 
daño en cartílago de forma indirecta. En otro trabajo se 
determinó que TGF-ß era capaz de incrementar los niveles de 
expresión de MMP13 en cultivos de condrocitos [99]. Este 
efecto también se ha descrito en más tejidos. TGF-ß incrementó 
los niveles de MMP13 en células de carcinoma escamoso, células 
de cáncer de mama, fibroblastos gingivales y osteoblastos [100-
103]. En modelos de ratón se vio que el exceso de TGF-ß 
provocaba cambios artrósicos como la presencia de hiperplasia 
sinovial y la aparición de osteofitos [104-106]. 
Una hipótesis que trata de explicar cómo TGF-ß pierde el efecto 
protector y se transforma en un factor contribuyente al 
desarrollo de la OA se basa en que la señal de TGF-ß se 
produciría a través de una ruta alternativa, mediante la 
estimulación de ALK1, desplazando a la vía canónica, o lo que es 
lo mismo, la que va a través de ALK5. En un modelo de ratón se 
vio que con el envejecimiento se producía un incremento en el 
ratio ALK1/ALK5 y además se demostró que en cartílago 
humano había una fuerte correlación entre los niveles de ALK1 y 
MMP13, mientras que ALK5 se correlacionó con los niveles de 
agrecano y colágeno tipo II [107]. El efecto contrapuesto de 
INTRODUCCIÓN 
50 
ALK5 y ALK1 en condrocitos humanos se refrendó en otros 
trabajos [108]. 
Por lo tanto, el efecto de TGF-ß puede resultar un tanto 
confuso. Una teoría conciliadora que trataría de justificar la 
ambigüedad de TGF-ß es que los niveles de TGF-ß presentan un 
estrecho margen y niveles por encima o por debajo del mismo 
podrían condicionar la aparición de daño en el cartílago [109]. 
Esta hipótesis es la que tiene menos soporte experimental. 
1.7 Estudios de expresión en cartílago humano 
Los estudios de expresión en cartílago humano han supuesto un 
enorme reto a causa de las dificultades técnicas que se plantean al 
trabajar con cartílago. Un problema complejo es la dificultad para 
extraer ARN del cartílago debido a sus peculiares características, 
como son el bajo contenido celular, la ECM compuesta por 
colágeno y la riqueza en proteoglicanos, los cuales contaminan la 
extracción de ARN [110]. Se han descrito varios métodos que 
pretenden mejorar el rendimiento de la extracción y formas de 
realizar la amplificación de ADN complementario mediante 
transcripción in vitro que pretenden compensar la escasa 
cantidad de ARN obtenida [110-113]. 
En la actualidad se dispone de técnicas que permiten lograr una 
cuantificación precisa de la expresión de una molécula, como 
pueden ser los microarrays, en el caso de que se estudien un gran 
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número de genes, o la PCR cuantitativa a tiempo real (qPCR), 
para estudiar genes de forma individual [114-116]. Por lo tanto, la 
qPCR es una buena técnica a la hora de estudiar un número 
reducido de genes o para validar los resultados de los 
microarrays. De todos modos, hay que tomar ciertas medidas 
para que los resultados de la qPCR sean óptimos [117, 118]. 
La qPCR permitiría realizar una cuantificación absoluta del ARN, 
pero esto raramente se hace debido a la variabilidad entre 
muestras en el rendimiento de la extracción de ARN y en las 
eficiencias de la transcripción inversa y de la PCR. Además, la 
necesidad de realizar curvas de calibración específicas para cada 
gen hacen que esta técnica sea muy complicada de llevar a cabo 
[118, 119].  
La alternativa más extendida es la cuantificación relativa, en la 
que la es necesario normalizar los resultados obtenidos. Esto es 
debido a que al extraer ARN se pueden copurificar 
contaminantes que pueden interferir en la RT-PCR, afectando a 
la eficiencia de la reacción. También hay que tener en cuenta la 
imprecisión en el pipeteo que puede hacer que se carguen 
diferentes cantidades de ARN en cada reacción. Hay diferentes 
métodos de normalización y estos no son excluyentes entre sí: 
• Emplear un tamaño de muestra similar. Es el primer paso 
para tratar de minimizar el error experimental. Se trata de 
utilizar el mismo volumen o peso en todas las muestras. 
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Este método es claramente insuficiente ya que no todas 
las muestras contienen el mismo material celular y por lo 
tanto, a pesar de ajustar las muestras por tamaño, 
obtendríamos diferentes cantidades de ARN en cada 
extracción. 
• Usar la misma concentración de ARN. Una vez extraído 
el ARN, se cuantifica y se carga la misma cantidad de 
ARN en cada reacción. Además de cuantificar el ARN 
hay que tener en cuenta la calidad del ARN extraído ya 
que si no alcanza un mínimo se puede ver alterada la 
cuantificación del mismo. Con este método no se 
controla la posible variabilidad en las eficiencias de la RT 
y la PCR. Además, hay que tener en cuenta que el 80% 
del ARN celular es ARNr y sólo un 2-5% es ARNm. El 
ratio ARNr/ARNm puede variar entre las muestras lo 
que podría alterar los resultados de la qPCR [120]. 
• Genes de referencia. Es el método más popular ya que 
controla todos los pasos del proceso, desde el inicio de la 
extracción de ARN. Mediante qPCR se cuantifica la 
expresión tanto del gen problema como la del gen de 
referencia y se normalizan los resultados del primero con 
el segundo. Con esto se consiguen corregir las diferencias 
en la carga de ARN y las desigualdades en la eficiencia de 
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la RT-PCR. Esto es así, siempre y cuando la expresión del 
gen de referencia sea estable. 
 
Figura 5. Métodos de normalización de la qPCR 
Por lo tanto, la forma más extendida de normalización de los 
resultados de qPCR es el uso de genes de referencia, lo que 
permite la comparación entre muestras, pero no entre genes. Es 
muy importante señalar que la selección de los genes de 
referencia es crítica, ya que su expresión tiene que ser estable en 
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Los genes de referencias más usados en investigación fueron 
seleccionados porque son genes housekeeping, o lo que es lo 
mismo, se expresan de forma constitutiva en muchos tejidos y en 
distintas etapas del desarrollo. De todos modos, se ha visto que 
estos genes están sometidos a regulación [119]. Los genes de 
referencia empleados en qPCR fueron arrastrados de técnicas 
anteriores, se empleaban para normalizar los resultados de 
Northern-blot o de ensayos de protección de ribonucleasas, pero 
la qPCR es una técnica mucho más sensible, pequeños cambios 
en los niveles de expresión de genes de referencia pueden 
conducir a obtener conclusiones erróneas [123-126]. Por lo 
tanto, se debería comprobar la estabilidad de los genes de 
referencia para cada tejido y para cada tipo de experimento [121, 
127, 128]. No sólo eso, si no que la mayoría de los trabajos que 
han tratado de identificar buenos genes de referencia han llegado 
a la conclusión de que es necesario emplear más de un gen de 
referencia para obtener unos resultados óptimos [127, 129]. 
Hasta el momento de abordar esta cuestión, no se había 
























2.1 Objetivo general 
El objetivo de esta tesis es profundizar en el conocimiento acerca 
de la participación de TGF-ß en el desarrollo de la OA. 
2.2 Objetivos específicos 
• Objetivo 1: establecer una colección de muestras de 
cartílago humano artrósico y sano procedentes de cabezas 
femorales de pacientes sometidos a artroplastia de cadera.  
• Objetivo 2: identificar los genes de referencia más 
estables para su uso en qPCR. 
• Objetivo 3: determinar los niveles de expresión de las 
isoformas de TGF-ß en cartílago humano artrósico. 
• Objetivo 4: determinar los niveles de expresión de 
SMAD2, SMAD3 y PPM1A en cartílago humano 
artrósico. 
• Objetivo 5: determinar los niveles de expresión de ALK1, 
ALK5 y TGFBR2 en cartílago humano artrósico. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1 Obtención de muestras de cartílago 
3.1.1 Estudio de genes de referencia 
Se obtuvo cartílago articular humano de las cabezas femorales y 
platillos tibiales de pacientes sometidos a artroplastia. Los 
motivos para proceder al recambio articular fueron la presencia 
de OA primaria o la fractura del cuello femoral. Se revisó la 
historia clínica, incluidas las pruebas de imagen y se entrevistó a 
cada uno de los pacientes sometiéndolos a un cuestionario 
específico. Toda la información se recopiló en una base de datos 
diseñada para tal efecto (Figura 6).  
Se confirmó el diagnóstico en base a los hallazgos macroscópicos 
de la pieza extraída. No se realizó estudio histológico. El grupo 
control estaba constituido por los pacientes con fractura de 
cabeza femoral, sólo fueron seleccionados aquéllos en los que se 
excluyó historia de enfermedad articular previa, hallazgos 
radiológicos o evidencia macroscópica de lesión articular. No se 
seleccionó a ningún paciente en los que hubiera alguna duda 
sobre si padecían o no OA. 
Tras la selección se emplearon 10 cabezas femorales artrósicas, 8 
rodillas artrósicas y 10 cabezas femorales fracturadas como 
controles. Las muestras se ajustaron por edad y sexo. No se 
dispuso de rodillas control. Las principales características de los 
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donantes de cartílago se muestran en la tabla 1. El estudio se 
realizó con la aprobación del Comité Ético para Investigación 
Clínica de Galicia y todos los pacientes firmaron un 
consentimiento informado. 
 
Figura 6. Página de recogida de información del paciente participante 
en el estudio 
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Tabla 1. Características de los donantes de cartílago incluidos en el 
estudio de genes de referencia 
 Rodilla OA Cadera OA Cadera 
control 
No. de pacientes 8 10 10 
Edad, mediana (rango), años 72 (67-77) 75 (66-85) 81 (72-91) 
No. varones/hembras 5/3 5/5 3/7 
Escala de Collins, media 
(rango) 
3.4 (2-4) 3.7 (2-4) 0.7 (0-1) 
3.1.2 Estudio de la ruta de TGF-ß 
Se obtuvieron muestras de cartílago de cabezas femorales de 
pacientes sometidos a artroplastia, bien por OA o por fractura de 
cabeza femoral. Al igual que para el estudio de los genes de 
referencia, se clasificó a los pacientes en base a la historia clínica, 
estudios de imagen y hallazgos macroscópicos de la pieza 
obtenida. En este estudio además se realizó histología de todas 
las piezas. Para que los pacientes con fractura pudieran ser 
catalogados como controles, se excluyó la presencia de cualquier 
enfermedad articular. Las características de los pacientes 
seleccionados se muestran en la tabla 2. Se contó con la 
aprobación del Comité Ético de Investigación Clínica de Galicia 
y todos los pacientes dieron el consentimiento informado. 
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Tabla 2. Características de los donantes de cartílago incluidos en el 
estudio de la ruta de TGF-ß 
 Cadera OA Cadera control 
No. de pacientes 11 11 
Edad, mediana (rango), años 74 (60-85) 83 (71-90) 
No. varones/hembras 6/5 5/6 
Escala de Collins, media (rango) 4 (4) 0.66 (0-1) 
 
3.2 Disección de cartílago y evaluación 
Se acudió al quirófano para obtener las cabezas femorales y 
rodillas. Las piezas se lavaron in situ y se conservaron en tampón 
fosfato salino (PBS) estéril a 4ºC. Se examinó la superficie del 
cartílago, realizando una valoración macroscópica aplicando la 
escala de Collins modificada por Muehleman [130] que se 
describe en la tabla 3. 
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Tabla 3. Escala de Collins modificada por Muehleman 
Grado Descripción 
0 Sin evidencia de lesión 
1 Fisuras pequeñas de la superficie sin cambios en la geometría 
2 Fisuras profundas, osteofitos pequeños 
3 Fisuras extensas con menos del 30% de superficie erosionada 
hasta hueso subcondral, osteofitos 
4 Más del 30% de superficie erosionada hasta hueso subcondral, 
osteofitos grandes y cambios geométricos groseros 
A efectos de clasificación se consideraron controles los cartílagos 
con grado 0-1, mientras que los cartílagos con grado 2 o superior 
se catalogaron como artrósicos. 
Teniendo en cuenta el estado avanzado de OA que nos 
encontramos en algunos casos, hubo piezas en las que había 
extensas áreas articulares sin cartílago (Figura 7). Se procedió a 
diseccionar el cartílago con un bisturí, troceándolo en piezas de 
2-5 mm y congelándolo instantáneamente en nitrógeno líquido 
para posteriormente almacenarlo en un congelador a -80ºC. Se 
tuvo mucho cuidado en excluir tejido fibrótico y hueso 
subcondral. Todo esto se realizaba el mismo día de la cirugía. 
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Figura 7. Cabezas femorales empleadas en el estudio. A la izquierda se 
muestra una cabeza femoral sana en la que se aprecia una superficie 
del cartílago lisa y a la derecha se ve una cabeza femoral con un grado 
de OA avanzada en la que se evidencia una gran área de hueso 
subcondral expuesto y zonas de tejido fibrótico 
Además, para los estudios de la ruta de TGF-ß se coleccionó una 
muestra de cartílago para realizar un examen histológico. Para 
ello se obtuvo un fragmento de cada pieza que incluía hueso 
subcondral mediante un cuchillo diseñado a tal efecto (Figura 8), 
para posteriormente fijarlo en formol al 10%. 
 
Figura 8. Cuchillo con el que se obtuvo muestra para histología y 
mortero con el que se trituró el cartílago para la extracción de ARN 
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3.3 Extracciones de ARN 
Las extracciones de ARN del cartílago se hicieron siguiendo el 
método descrito por Price et al [111], al cual se añadió un paso 
de digestión con DNasa para evitar la contaminación por ADN. 
Primero se procedió a pesar el cartílago congelado para obtener 
un gramo que se trituró con un mortero (Figura 8), manteniendo 
el frío con nitrógeno líquido. El polvo obtenido se sumergía en 
TRI Reagent (Sigma, Saint Louis, MO, USA) y se extraía la fase 
acuosa, mezclándola con etanol al 100%. Por último, esta mezcla 
se purificaba en una columna con membrana de gel de silicona, 
RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA), siguiendo 
las instrucciones del fabricante. En la misma columna se añadía 
DNase I (Qiagen, valencia, CA, USA) para realizar la digestión 
de ADN genómico. 
La concentración de ARN aislado y el ratio de absorbancia 
260/280 nm se midieron con el espectrofotómetro NanoDrop® 
ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA). 
Las muestras con un ratio 260/280 inferior a 1.90 se desecharon. 
3.4 Transcripción inversa y PCR cuantitativa 
La transcripción inversa del ARN en ADN complementario se 
hizo en un volumen de 20 µl empleando una transcriptasa 
inversa (Roche Applied Science, Barcelona, España) y hexámeros 
al azar, siguiendo las instrucciones del fabricante. Debido a las 
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cantidades limitadas de ARN se dispuso de una cantidad de 250 
ng para cada transcripción inversa. El ADN complementario se 
guardó a -20ºC para posteriormente utilizar un volumen de 1 µl 
en cada qPCR. Los primers para la qPCR se diseñaron con el 
programa Primer3 [131]. Se seleccionaron de tal forma que cada 
pareja de primers estuviera en exones diferentes, para así evitar la 
amplificación de ADN genómico. Para realizar las qPCR se 
utilizó el Dynamo™ SYBR® Green qPCR kit (Fynnzymes, 
Espoo, Finlandia). El termociclador empleado fue el Chromo4™ 
real-time PCR detection system (MJ Research, Basilea, Suiza). 
Las qPCR se hicieron en un volumen de 10 µl y los primers se 
añadieron a una concentración de 0.1 µM. Las condiciones de las 
PCR fueron un paso inicial de desnaturalización de 10 minutos a 
95ºC, seguido de 40 ciclos de 10 segundos a 94ºC para 
desnaturalización de la muestra, 15 segundos para el alineamiento 
del primer y 10 segundos a 72ºC para la extensión. La tabla 4 
muestra las condiciones de las PCR para cada set de primers. 
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Tabla 4. Condiciones de la PCR cuantitativa 
Gen No. de acceso Forward primer Reverse primer 






HMBS NM_000190 ggcaatgcggctgcaa gggtacccacgcgaatcac 56 2.5 64 
TBP NM_003194 tgcacaggagccaagagtgaa cacatcacagctccccacca 56 2.5 132 
B2M NM_004048 atgagtatgcctgccgtgtga ggcatcttcaaacctccatg 56 2.5 101 
ACTB NM_001101 ggcatcctcaccctgaagta ggggtgttgaaggtctcaaa 56 2.5 203 
HPRT1 NM_000194 tgctcgagatgtgatgaagg tcccctgttgactggtcatt 56 2.5 192 
RPL13A NM_012423 aaaaagcggatggtggttc cttccggtagtggatcttgg 56 4.5 168 
SDHA NM_004168 tggacctggttgtctttggt agtcgcagttccgatgttct 56 3.5 166 
UBC NM_021009 atcgctgtgatcgtcacttg tccagcaaagatcagcctct 64 3.5 164 
18S NM_022551 atccctgaaaagttccagca ccctcttggtgaggtcaatg 56 2.5 186 
GAPDH NM_002046 gagccacatcgctcagacac catgtagttgaggtcaatgaagg 60 3.5 150 
TGFB1 NM_000660 gcgtgctaatggtggaaac cggtgacatcaaaagataaccac 56 2.5 276 
TGFB2 NM_003238 agagtgcctgaacaacggatt ccattcgccttctgctctt 56 4.5 117 
TGFB3 NM_003238 tctgggctggaagtgggtcc gcagatgcttcagggttcag 56 3.5 141 
AGC1 NM_013227 gggttttcgtgactctgagg ccagcagcactacctccttc 60 2.5 246 
COL2A1 NM_033150 tggcagagatggagaacctg tccttgcattactcccaactg 56 2.5 157 
SMAD2 NM_001003652 ccagtattagtgccccgaca tgttggtcacttgtttctcca 56 2.5 179 
SMAD3 NM_005902 cagagtgcctcagtgacagc cagcctttgacgaagctcat 56 3.5 226 
PPM1A NM_021003 caccagagcctgaagtccat gcgatactttgggtgcattt 56 2.5 249 
ALK1 NM_001204 cacggactgctttgagtcct cctcaaagctggggtcatt 60 2.5 152 
ALK5 NM_004612 tggcagtaagacatgattcagc gcccattgcatagatgtcag 56 2.5 155 
TGFBR2 NM_003242 gtccttcaagcagaccgatg caacacgttgtccttcatgc 56 2.5 157 
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Todas las reacciones se realizaron por duplicado y todas las 
muestras se analizaron en la misma reacción. En todas las 
muestras de ARN y para cada gen, se controló la contaminación 
por ADN genómico mediante una reacción en la que no se 
añadió transcriptasa reversa. También se controló la 
contaminación de los reactivos mediante una reacción sin 
muestra. La especificidad de la amplificación se determinó 
mediante análisis de las curvas de disociación y con electroforesis 
en geles de agarosa. 
3.5 Análisis de las qPCR 
3.5.1 Eficiencias de las PCR y determinación del ciclo 
umbral 
Las eficiencias de las PCR se calcularon con el programa 
LinRegPCR [132] a partir de los datos brutos obtenidos con el 
Chromo4™ real-time PCR detection system (MJ Research, 
Basilea, Suiza). De acuerdo con este método, la eficiencia de la 
PCR equivale a la pendiente de la línea recta que se obtiene en la 
parte logarítmica lineal de la curva de amplificación de una 
dilución seriada de ARN (Figura 9). Se determinó la eficiencia 
mediante la media del ciclo umbral (Ct) de las muestras por 
duplicado. 
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Figura 9. Ejemplo de cálculo de la eficiencia de la PCR mediante 
regresión lineal para TGF-ß2  
Los valores de Ct, el ciclo en el cual la fluorescencia de la 
muestra sobrepasa la fluorescencia de fondo se obtuvieron con el 
programa Opticon Monitor™ versión 3.0, para ello se determinó 
de forma manual la línea umbral que cruza la parte logarítmica 
lineal de la curva de fluorescencia. Las qPCR se realizaron por 
duplicado y se determinó el Ct medio. 
3.5.2 Análisis de los datos 
3.5.2.1 Estudio de los genes de referencia 
Los tests de Mann-Whitney U se realizaron con el programa 
Statistica, versión 7 (Statsoft, Tulsa, OK, USA). La estabilidad de 
los genes de referencia candidatos se determinó con los 
programas geNorm™, versión 3.4 [127] y Normfinder [129]. El 
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expresión de dos genes de referencia debería ser idéntico en 
todas las muestras, independientemente de las condiciones del 
experimento. geNorm calcula la medida de estabilidad de la 
expresión (M) para cada set de genes de referencia candidatos. Se 
van eliminando de forma consecutiva los genes menos estables 
hasta obtener la pareja de genes más estable. Además mediante 
este programa se estima el número mínimo de genes de 
referencia requeridos. Normfinder actúa de otra forma, calcula el 
valor de estabilidad para cada gen de forma individual, teniendo 
en cuenta la variabilidad entre diferentes grupos de muestras. En 
este caso la estabilidad se basa en una estimación combinada de 
la variación dentro de cada grupo y entre los distintos grupos. 
3.5.2.2 Estudio de la ruta de TGF-ß 
Los valores de Ct obtenidos con el Opticon Monitor™ versión 
3.0 se ajustaron según la eficiencia y se normalizaron empleando 
tres genes de referencia, TBP, RPL13A y B2M, los cuales se 
habían validado previamente en cartílago de cadera humana 
[133]. La normalización según los genes de referencia y la 
determinación de los valores relativos de ARN se realizó 
empleando el programa qBase [134]. Los valores relativos de 
ARN de casos y controles se compararon con el método delta-
delta-Ct. El análisis estadístico se hizo con el test de Mann-
Whitney U y los coeficientes de correlación de rango de 
Spearman, empleando para ello el programa Statistica, versión 7. 
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3.6 Inmunohistoquímica 
Se obtuvieron fragmentos de cartílago con hueso subcondral, 
según el procedimiento expuesto anteriormente. Tras fijar los 
fragmentos en formol al 10% y separar el cartílago del hueso, se 
deshidrataron e incluyeron en parafina. Se procedió a cortar los 
fragmentos en secciones perpendiculares a la superficie de 5 µm, 
las cuales se colocaron en portaobjetos, se extrajo la parafina, se 
rehidrataron y se tiñeron con hematoxilina, verde rápido FCF y 
safranina O. Las secciones contiguas también fueron sometidas a 
extracción de parafina y rehidratación, tras lo cual se incubaron 
con los anticuerpos monoclonales correspondientes en una 
cámara húmeda durante una noche a 20-22ºC. Los anticuerpos 
que fueron seleccionados se muestran en la tabla 5. Fueron 
seleccionados debido a su baja reactividad cruzada. En concreto, 
los anticuerpos para las isoformas de TGF-ß mostraron menos 
de un 2% de reactividad cruzada en ELISA (información 
facilitada por R&D Systems) y no pasaba del 6% en Western-blot 
[135]. 
Tras la hibridación del anticuerpo, las secciones fueron tratadas 
con peroxidase-blocking reagent (Dako, Glostrup, Denmark) 
durante 10 minutos para posteriormente incubarse durante 40 
minutos con EnVision Detection Systems peroxidase/DAB, 
rabbit/mouse (Dako, Glostrup, Denmark) y finalmente tratarse 
durante 20 minutos con 3-3’-diaminobenzidina tetrahidroclorido 
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(Dako, Glostrup, Denmark). Como control se procesaron 
secciones a las que no se les añadió anticuerpo primario.  
Tabla 5. Anticuerpos empleados en la inmunohistoquímica 
Molécula Casa comercial Referencia 
TGF-ß1 R&D Systems (Abingdon, UK) MAB240 
TGF-ß2 R&D Systems (Abingdon, UK) MAB612 
TGF-ß3 R&D Systems (Abingdon, UK) MAB643 













Cell Signaling (Danvers, MA, 
USA) 
#9520 
PPM1A (p6c7) Abcam (Cambridge, UK) ab14824 
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Se empleó una escala semicuantitativa para determinar el número 
de condrocitos que mostraron reactividad y su localización (tabla 
6). La intensidad de la tinción no se tuvo en consideración. 
Tabla 6. Escala empleada para valorar la inmunorreactividad 
Grado Descripción 
+ Condrocitos positivos aislados en zona I/II 
++ Mayoría de condrocitos positivos en zona I/II 
+++ Condrocitos positivos en zona III 
++++ Condrocitos positivos en todas las zonas 
3.7 Extracción de proteínas y Western-blot 
Se procedió a triturar 400 mg de cartílago congelado con un 
mortero (Figura 8) manteniendo el frío con nitrógeno líquido. El 
polvo obtenido se introdujo en un buffer de lisis con inhibidores 
de proteasas elaborado de la siguiente manera: ortovanadato 
sódico 1 mM, 0.1% Triton X-100, 50 mM Tris-HCL, pH 7.5, 
cloruro sódico 250 mM, pirofosfato sódico 30 mM, EDTA 5 
mM, fluoruro sódico 50 mM y cocktail de inhibidor de proteasas 
P8340 (Sigma, MO, USA) al 1%. La mezcla se centrifugó a 
13000 rpm durante 20 minutos a 4ºC. El método de Bradford 
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fue el empleado para cuantificar la cantidad de proteína obtenida 
[136]. 
Se cargó la misma cantidad de proteína para cada muestra en un 
gel al 10% de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico. Tras la 
separación de las proteínas, éstas se transfirieron a una 
membrana de transferencia de fluoruro de polivinilideno 
(Millipore, MA, SUA) empleando una cubeta de transferencia 
Trans-Blot (Bio-Rad, CA, USA). Dichas membranas se 
incubaron con los anticuerpos primarios empleando las 
siguientes diluciones: antiSMAD2 1:10000, antiP-SMAD2 
1:10000, antiSMAD3 1:10000, antiP-SMAD3 1:10000 y 
antiPPM1A 1:2000. Se usaron los mismos anticuerpos que para 
la inmunohistoquímica, ya referenciados en la tabla 5. Tras la 
hibridación se lavaron las membranas para eliminar el exceso de 
anticuerpo y se añadió el anticuerpo secundario. En función del 
anticuerpo primario se usó anti-ratón IgG-HRP: sc-2005 (Santa 
Cruz, TX, USA) o anti-conejo IgG 111-035-144 (Jackson, PA, 
USA). Para revelar la membrana se empleó el sustrato 
Immobilon quimioluminiscente de HRP (Millipore, MA, USA), 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las imágenes de la 
membrana revelada se adquirieron con el sistema EC3 
Darkroom (UVP, CA, USA)  y se analizaron con el software de 
análisis de imagen ImageJ (NIH, MD, USA). Tras ello se 
eliminaron los anticuerpos de las membranas para 
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posteriormente hibridarlas con antiGAPDH (G9545 from 























4.1 Estudio de genes de referencia 
Se extrajo ARN de un total de 8 rodillas artrósicas, 10 caderas 
artrósicas y otras 10 caderas que se utilizaron como control 
(Tabla 1). El ARN obtenido se cuantificó con el 
espectrofotómetro NanoDrop® ND-1000. Todas las muestras 
empleadas tenían un ratio 260/280 superior a 1.90, lo que 
garantizó la calidad del ARN.  
Para verificar la ausencia de contaminación por ADN genómico 
se analizaron muestras en las que no se añadió transcriptasa 
inversa a la reacción. La contaminación de los reactivos  se 
controló mediante reacciones en las que no se añadió muestra. 
En ambos casos, todos los controles resultaron negativos. 
Se realizaron qPCR de diluciones seriadas de ARN para calcular 
la eficiencia de las PCR para cada set de primers con el programa 
LinRegPCR [132] (Figura 9). Cuando la eficiencia fue baja se 
optimizaron las condiciones de la PCR para aumentarla. En los 
casos en los que la eficiencia no mejoraba, se diseñaron nuevos 
primers hasta que las eficiencias de las PCR para todos los sets 
de primers fue superior al 95%. 
Tras analizar los resultados de las qPCR de los genes de 
referencia seleccionados, se vio que abarcaban un amplio rango 
de expresión (el rango de los valores medios de los Ct iba de 18 a 
RESULTADOS 
82 
36). Analizando las muestras de forma individual, se comprobó 
que mostraban una dispersión uniforme alrededor de la media 
sin apreciar sesgos marcados. Todas las muestras se analizaron 
por duplicado, obteniendo un coeficiente de variación (CV) de 
1.08% ± 1.2 desviaciones estándar (SD), o lo que es lo mismo, 
una muy baja variabilidad. Al estratificar los valores brutos por 
grupos de caderas artrósicas, rodillas artrósicas o caderas control 
se evidenciaron diferencias para HPRT1 y 18S RNA. Al ajustar 
los datos, corrigiéndolos por la eficiencia y relativizándolos con 
respecto a la mediana  para cada gen de todas las muestras, el test 
de Mann-Whitney U demostró que 18S RNA presentaba un 
nivel de expresión significativamente más bajo en caderas y 
rodillas artrósicas respecto a caderas control (p=0.03). Esto 
podría indicar que el uso de 18S RNA como gen de referencia 
podría alterar los resultados si se empleara para normalizar los 
datos obtenidos al tratar de comparar los grupos de muestras ya 
mencionados. 
Lo siguiente fue analizar los datos obtenidos con el programa 
geNorm, con el que se obtiene la medida de estabilidad de la 
expresión (M) para cada gen de referencia candidato, en base al 
ratio de variación de cada gen con respecto a todos los demás 
genes [127]. Se calcula el valor de M para cada gen y se procede a 
eliminar de forma consecutiva los genes con los valores más 
altos, cada vez que se elimina un gen se vuelven a calcular los 
valores de M. Se repite este proceso hasta quedarnos con la 
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pareja de genes más estable (Figura 10). Para este análisis se 
estudiaron las 28 muestras de forma conjunta, sin tener en 
cuenta el grupo del que procedían.  
 
Figura 10. Medida de estabilidad de la expresión, M, de los genes de 
referencia candidatos calculada con geNorm 
Como se puede apreciar en la figura 10, los genes más inestables 
fueron HPRT1 y GAPDH, mientras que los más estables fueron 
RPL13A y TBP. 
Para realizar una correcta normalización es habitual tener que 
recurrir a varios genes de referencia. Para ello, geNorm nos 
ofrece una estimación del número óptimo de genes de referencia 
necesarios para obtener un factor de normalización adecuado. 
RESULTADOS 
84 
Esto lo consigue mediante el cálculo del factor de normalización 
obtenido con la pareja de genes más estable y analizando los 
cambios que se producen en dicho factor al ir añadiendo 
sucesivamente los siguientes genes más estables. Estos cambios 
se cuantifican como V, la variación que se produce en el factor 
de normalización al añadir un gen. Una V elevada, indicaría que 
el gen que se añadió tendría un efecto significativo y debería ser 
incluido para realizar el cálculo del factor de normalización. El 
punto de corte establecido por geNorm fue decidido por los 
autores que lo desarrollaron[127]. De lo expuesto en la figura 11 
se deduce que las variaciones para nuestro set de genes de 
referencia fueron bastante uniformes y que el número óptimo de 
genes necesarios para normalizar los resultados sería de tres 




Figura 11. Evaluación del número óptimo de genes de referencia 
según geNorm 
También se tuvo en consideración la posibilidad de que el sexo 
pudiera afectar la elección de los genes más estables se tuvo en 
consideración. Empleando geNorm por separado para hombres 
y mujeres, se obtuvo el mismo resultado, siendo los genes más 
estables TBP, RPL13A y B2M. Además, se utilizó geNorm 
habiendo excluido del análisis los genes que habían mostrado 
diferencias en la expresión entre los grupos de muestras, HPRT1 
y 18S RNA, sin evidenciar tampoco diferencias. 
Al contar con tres grupos diferentes de muestras, decidimos 
también emplear el programa NormFinder, el cual estima el valor 
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de estabilidad de los genes estratificando las muestras por grupos 
[129]. Esta aproximación combina la variación dentro de cada 
grupo y entre los distintos grupos para calcular el valor de 
estabilidad permitiendo establecer un ranking de  los genes más 
estables (Tabla 7).  
Tabla 7. Ranking de estabilidad de los genes de referencia según 
NormFinder 
Ranking de estabilidad Gen Valor de estabilidad 
1 RPL13A 0.24 
2 TBP 0.28 
3 B2M 0.30 
4 UBC 0.32 
5 ACTB 0.32 
6 18S 0.38 
7 SDHA 0.41 
8 GAPD 0.42 
9 HMBS 0.48 
10 HPRT1 0.64 
Mejor combinación RPL13A+TBP 0.169 
 
La mejor combinación de genes, teniendo esto en cuenta, resultó 
ser TBP y RPL13A, lo que concuerda con los resultados 
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obtenidos con geNorm. La misma concordancia se mantuvo al 
considerar los resultados para cada gen de forma individual. 
También se estudió la variación de los valores de estabilidad, 
teniendo en cuenta distintas agrupaciones clínicamente 
relevantes: caderas artrósicas versus caderas control, caderas 
artrósicas y rodillas artrósicas versus caderas control y caderas 
artrósicas versus rodillas artrósicas. En todas las comparaciones, 
los genes más estables fueron TBP, RPL13A, B2M, 18S RNA y 
ACTB, con el orden variando ligeramente en función de los 
grupos seleccionados (Figura 12).  
 
Figura 12. Estabilidad de los genes de referencia según la 
estratificación por grupos de acuerdo con NormFinder 
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4.2 Estudio de la ruta de TGF-ß 
4.2.1 Estudio de las isoformas de TGF-ß 
Se emplearon un total de 11 caderas artrósicas y 11 caderas 
control (Tabla 2). Se extrajo ARN de las muestras y se cuantificó 
el ARN con el espectrofotómetro NanoDrop® ND-1000. Sólo 
se utilizaron las muestras con un ratio 260/280 superior a 1.90, 
asegurando la calidad del ARN empleado.  
Se controló la contaminación por ADN genómico mediante la 
realización de transcripciones inversas a las que no se añadió 
transcriptasa inversa y la de los reactivos por medio de 
reacciones a las que no se añadió muestra de ARN. Todos los 
controles fueron negativos. 
Para analizar la eficiencia de las PCRs se realizaron curvas de 
diluciones seriadas de ARN para cada set de primers y se 
calcularon las eficiencias con el programa LinRegPCR [132] 
(Figura 9). La eficiencia de las PCR para todos los sets de 
primers fue superior al 95%. 
Se determinaron los niveles de COL2A1 y AGC1. COL2A1 
mostró un incremento significativo de su expresión en cartílago 
artrósico con respecto al cartílago control (p=0.0007), mientras 
que AGC1 presentó una relación inversa, detectándose una 





Figura 13. Niveles de expresión de COL2A1 yAGC1 en cartílago 
artrósico versus cartílago control. Las barras horizontales representan 
la media geométrica 
El análisis de la expresión de ARN en todas las muestras de 
ambos grupos mostró que las tres isoformas de TGF-ß estaban 
presentes. Los niveles de expresión resultaron ser 
significativamente más elevados en cartílago artrósico con 
respecto al cartílago control (Figura 14). TGF-ß3 resultó ser la 
isoforma que más incremento de la expresión presentaba, siendo 
2.3 veces superior su expresión en cartílago artrósico frente al 
cartílago control (p=0.009). Las otras dos isoformas también 
presentaban niveles de expresión más elevados en cartílago 
artrósico. En el caso de TGF-ß2 nos encontramos con un 
aumento de 1.7 veces (p=0.03) y en el de TGF-ß3 con un 
























Figura 14. Comparación de los niveles de expresión, determinados por 
qPCR, de TGF-ß1 (A), TGF-ß2 (B) y TGF-ß3 (C) en cartílago artrósico 
versus cartílago control. Las barras horizontales representan la media 
geométrica 
El comportamiento similar de TGF-ß1y TGF-ß2, podría ser 
indicativo de la existencia de una corregulación entre ambas 
moléculas. Consistente con esta idea, se comprobó que existía 
una fuerte correlación positiva entre los niveles de ambas 
isoformas en cartílago artrósico (Figura 15). En cartílago control 
no se encontró esta correlación. No se encontró correlación de 
los niveles de TGF-ß3 con ninguna de las otras dos isoformas, 




Figura 15. Correlación entre los niveles de expresión de TGF-ß2 y 
TGF-ß1 en cartílago artrósico 
No se encontró correlación entre los niveles de expresión de 
COL2A1 y AGC1 con ninguna de las tres isoformas de TGF- ß. 
Los hallazgos de la inmunohistoquímica fueron concordantes 

































































































































































































En el cartílago control se detectó la presencia de las tres 
isoformas sólo en una fracción de los condrocitos de las capas 
superficiales. En el cartílago artrósico se demostró que la 
expresión de las isoformas era más extensa. Se comprobó que 
este cambio era progresivo, en función del grado de severidad de 
la OA. Se evidenció un incremento en la proporción de 
condrocitos inmunorreactivos para las tres isoformas y también 
que estas células se encontraban en capas más profundas a 
medida que la enfermedad progresaba (Tabla 8). En las secciones 
de cartílago con un grado más avanzado de OA, se detectó 
inmunorreactividad en la mayoría de los condrocitos, incluso los 
ubicados en las capas más profundas. 
Tabla 8. Extensión de la inmunorreactividad de las tres isoformas de 
TGF- β en función de la severidad de la OA 
 TGF-β1 TGF-β2 TGF-β3 
Control ++ + + 
OA leve ++/+++ +/++ + 
OA moderada +++ ++ ++ 




Al comparar las tres isoformas entre sí, se vio que los 
condrocitos que captaban para TGF-ß1 eran ligeramente más 
abundantes. La tinción para TGF-ß2 y TGF-ß3 fue similar, si 
bien podría haber una mayor captación para TGF-ß2, al menos 
en algunos sujetos. 
Todas las isoformas se detectaron en el citoplasma de los 
condrocitos. La matriz extracelular sólo mostró una captación 
difusa de baja intensidad (Figura 16). 
Por último, se realizaron controles negativos, secciones a las que 
no se añadió anticuerpo primario para demostrar la especificidad 
de la tinción de TGF- ß. (Figura 17). No se detectó captación 
alguna en dichos controles. 
 
Figura 17. Ejemplo de control negativo. La figura de la izquierda 
muestra una sección teñida para TGF-ß1, mientras que la figura de la 
derecha muestra un control negativo incubado sin anticuerpo 
primario. Aumento 10x 
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4.2.2 Estudio de SMAD2, SMAD3 y PPM1A 
Se utilizaron 11 caderas artrósicas y 11 caderas control (Tabla 2). 
Se procedió a extraer ARN de cada una de las piezas y se 
cuantificó con el espectrofotómetro NanoDrop® ND-1000. 
Para asegurar la calidad del ARN, sólo se emplearon las muestras 
con un ratio 260/280 superior a 1.90.  
Se realizaron controles para evitar la contaminación por ADN 
genómico y la de los reactivos. En todos los casos los controles 
resultaron negativos. 
Se realizaron qPCRs de diluciones seriadas de ARN para calcular 
la eficiencia de las PCR para cada set de primers con el programa 
LinRegPCR [132] (Figura 9). La eficiencia de las PCR para todos 
los sets de primers fue superior al 95%. 
Mediante qPCR se confirmó la presencia de PPM1A, tanto en 
cartílago artrósico como sano. La expresión de SMAD2 se vio 
aumentada de forma significativa en cartílago artrósico, en 
concreto 1.28 veces con respecto a cartílago control. No se 
detectaron diferencias significativas en los niveles de expresión 
de PPM1A y SMAD3 entre cartílago artrósico y control (Figura 
18). No se encontró correlación entre los niveles de expresión de 




Figura 18. Comparación de los niveles de expresión, determinados por 
qPCR, de PPM1A, SMAD2 y SMAD3 en cartílago artrósico versus 
cartílago control 
La inmunohistoquímica permitió diferenciar entre las formas 
fosforiladas y las no fosforiladas de los R-SMADs. Tanto en la 
forma no fosforilada de SMAD2 como en la de SMAD3, se 
detectó captación en capas profundas del cartílago artrósico al 
compararlo con el cartílago sano, sin embargo, sólo en el caso de 
las formas fosforiladas se detectó un incremento progresivo de la 
inmunorreactividad a medida que la OA progresaba. El 
comportamiento de PPM1A fue similar al de las formas no 
fosforiladas, sin llegar a evidenciar un claro incremento en la 
intensidad de la captación a medida que la OA avanzaba (Figura 
19, tabla 9). La captación de todas las moléculas se detectó en el 
citoplasma de los condrocitos, apreciándose sólo una leve 




































































































































































































Tabla 9. Extensión de la inmunorreactividad de las formas no 
fosforiladas y fosforiladas de R-SMADs y de PPM1A en función de la 
severidad de la OA 
 SMAD2 P-SMAD2 SMAD3 P-SMAD3 PPM1A 
Control +/++ + +/++ +/++ +/++ 
OA leve ++ + ++ +/++ +/++ 
OA moderada ++/+++ +/++ ++ ++ ++ 
OA avanzada ++ ++/+++ ++ ++/+++ ++ 
No se detectó captación en los controles negativos, secciones a 
las que no se añadió anticuerpo primario para demostrar la 
especificidad de la tinción. 
Se realizó también un estudio preliminar de cuantificación de 
proteínas en los extractos de cartílago mediante Western-blot, 
con muestras de tres pacientes y de tres controles. Los resultados 
del Western-blot mostraron un incremento claro tanto de las 
formas no fosforiladas como de las fosforiladas en cartílago 
artrósico al compararlo con los controles. El Western-blot no 
detectó diferencias en los niveles de expresión de PPM1A 
(Figuras 20 y 21). Cabe destacar que el Western-blot nos 
permitió comprobar la especificidad de los anticuerpos ya que, a 
las diluciones utilizadas, no se observó ninguna reactividad 
cruzada entres las formas no fosforiladas y fosforiladas, tanto de 




Figura 20. Western-blot de las formas no fosforiladas y fosforiladas de 
R-SMADs y de PPM1A. Se muestras tres casos y tres controles. 
GAPDH se empleó como control de carga 
 
 
Figura 21. Comparación de los niveles de expresión determinados por 
Western-blot de las formas no fosforiladas y fosforiladas de R-SMADs 
y de PPM1A entre cartílago humano artrósico y control 
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4.2.3 Estudio de ALK1, ALK5 y TGFBR2 
Se obtuvo ARN procedente de 11 cabezas femorales artrósicas y 
de 11 cabezas que se emplearon como controles (Tabla 2). Las 
muestras con un ratio 260/280 inferior a 1.90 fueron 
descartadas. 
Al igual que lo descrito en apartados anteriores se realizaron 
controles para contaminación por ADN genómino y de los 
reactivos. Todos los controles fueron negativos. 
Se comprobó la eficiencia de todos los sets de primers hasta 
obtener una eficiencia superior al 95% en todos ellos. 
Se confirmó la presencia de ALK1, ALK5 y TGFBR2 en todas 
las muestras analizadas. El único receptor en el que se detectó un 
cambio significativo en la expresión en cartílago artrósico fue 
ALK5. En concreto se vio que la expresión de ALK5 estaba 
aumentada 1.44 veces en cartílago artrósico con respecto a 
control (p=0.007). Para los otros dos receptores, ALK1 y 
TGFBR2 no se evidenciaron diferencias significativas (Figura 
22). No se encontró correlación entre los niveles de expresión de 




Figura 22. Comparación de los niveles de expresión, determinados por 











Está demostrado que TGF-β es un potente inductor de la 
respuesta anabólica de los condrocitos y un poderoso antagonista 
del catabolismo del cartílago mediado por TNF-α e IL-1. Siendo 
TGF-β uno de los factores de crecimiento mejor estudiados, al 
mismo tiempo es uno de los más enigmáticos. Así, además de los 
efectos anabólicos mencionados, hay algunas evidencias de que 
podría jugar un papel como inductor del catabolismo que se 
produce en la OA. Por lo tanto, la evidencia sobre el papel de 
TGF-β en cartílago artrósico presenta contradicciones. A día de 
hoy hay numerosos trabajos sobre TGF-β en OA en cultivos de 
condrocitos y modelos animales pero escasean los trabajos 
realizados con cartílago humano. 
Como un primer paso para subsanar esta deficiencia, se 
estableció una colección de muestras de cartílago humano 
artrósico y sano procedentes de cabezas femorales de pacientes 
sometidos a artroplastia de cadera.  
Antes de iniciar los estudios de expresión sobre la ruta de TGF-
β, se decidió realizar un trabajo en el que se optimizó la técnica 
de la qPCR. Para ello se seleccionó un pool de genes 
habitualmente utilizados para normalizar los resultados de la 
qPCR y se identificaron aquéllos que presentaron unos niveles de 
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expresión más estable en cartílago procedente de pacientes con 
OA y controles.   
Tras ello, se procedió a determinar los niveles de expresión de 
diferentes moléculas implicadas en la ruta de TGF-β mediante 
distintas técnicas (RT-PCR, inmunohistoquímica, Western-blot), 
tratando de evidenciar cambios en la expresión de dichas 
moléculas en OA, pretendiendo dilucidar el papel de TGF-β en 
la etiopatogenia de la artrosis. 
5.1 Estudio de genes de referencia 
Lo primero a tener en cuenta al analizar los resultados es que los 
genes de referencia candidatos ya fueron seleccionados en 
estudios previos debido a su supuesta estabilidad en la expresión 
[123, 125, 127, 129], con lo que no cabría esperar grandes 
diferencias entre ellos. A la hora de escogerlos se tuvo en cuenta 
el hecho de que pertenecieran a diferentes familias funcionales, 
de tal forma que no estuvieran corregulados; con ello se logró 
que cada uno de ellos aportara información independiente y 
complementaria, lo que es una premisa fundamental a la hora de 
emplear geNorm. 
Otra consideración importante es que se realizaron esfuerzos 
para tratar de minimizar cualquier fuente conocida de variación 
experimental. Para ello se recurrió a diferentes estrategias: se 
realizó una digestión con DNasa en todas las muestras, se 
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empleó la misma cantidad de ARN en cada reacción, la 
transcripción inversa y la PCR en dos pasos (RT-PCR) fueron 
efectuadas en dos pasos y además, se ajustaron los datos 
obtenidos según la eficiencia de las PCRs [117-119, 132, 137, 
138]. 
La digestión por DNasa tuvo especial relevancia, ya que en el 
genoma hay una gran cantidad de pseudogenes insertados por 
retrotransposición. Muchos pseudogenes tienen secuencias 
similares a los genes pero sin intrones, por lo que serían 
amplificados en la PCR, aún a pesar de que los primers 
seleccionados se encontraran en exones diferentes [127]. Si no se 
eliminara completamente el ADN genómico sería imposible 
determinar si el producto de la amplificación es el adecuado o si 
ha habido contaminación por ADN genómico Por lo tanto, la 
única forma de evitar amplificar estas secuencias es realizar la 
digestión por DNasa. 
El realizar la RT-PCR en dos pasos permitió saber con certeza 
que la eficiencia de las transcripciones inversas para todos los 
genes era la misma para todos los genes. Además, de esta forma 
se evitó la aparición de primer-dimers, que está descrita cuando 
la reacción se realiza en un solo paso [157]. 
En cuanto a la eficiencia de las PCRs, se tuvieron que descartar 
varios sets de primers, teniendo que rediseñarlos, para obtener la 
eficiencia mínima requerida. Esto es importante destacarlo ya 
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que en la literatura hay muchos ejemplos en los que no se ha 
tenido en cuenta la eficiencia de los primers y en base a la 
experiencia descrita en este trabajo, esto podría dar lugar a 
resultados erróneos. 
La selección sistemática de los mejores genes de referencia para 
normalizar los resultados de la qPCR se ha hecho de diferentes 
maneras en la literatura. Todos los métodos tratan de determinar 
la estabilidad de la expresión de estos genes, bien por la ausencia 
de diferencias en la expresión entre grupos clínicamente 
relevantes [125], bien por la estabilidad relativa en relación a 
otros genes de referencia [127, 139] o en relación a grupos 
clínicamente significativos [129]. El uso de estos métodos se ha 
visto favorecido por la gratuidad de los programas y por la 
descripción de sus principios y metodología [127, 129, 139]. No 
hay ninguna razón definitiva para preferir un método sobre los 
demás ya que su idoneidad depende de las circunstancias. En el 
trabajo presente se seleccionaron tres de lo más consolidados: un 
test estadístico convencional que compara grupos clínicamente 
relevantes y los programas geNorm y NormFinder. Los 
resultados de los tres métodos fueron en líneas generales muy 
similares, aunque el análisis estadístico no aportó tanta 
información como los programas empleados. La semejanza de 
los resultados entre los tres métodos refuerza las conclusiones 
obtenidas en este trabajo. 
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Un hallazgo muy llamativo fue que algunos de los genes más 
comúnmente empleados como genes de referencia presentaron 
unos pobres resultados. Una mención especial merece GAPDH, 
que no estuvo entre los mejores genes de referencia en ninguno 
de los análisis realizados en este trabajo. Sin embargo, GAPDH 
es uno de los genes de referencia más usados en investigación 
[121] y ha resultado ser uno de los mejores genes de referencia 
en muchos tejidos [127]. También hay numerosos ejemplos en 
los que el empleo de este gen ha proporcionado resultados 
erróneos a causa de su falta de estabilidad en determinadas 
condiciones experimentales [121]. 
Otros dos genes de referencia habitualmente utilizados,  ACTB y 
18 S RNA [121], obtuvieron mejores resultados aunque tampoco 
se encontraron entre los mejores. Estos hallazgos confirman la 
necesidad de seleccionar los genes de referencia adecuados para 
cada experimento. Como ejemplo relevante se puede destacar el 
contraste entre los resultados de este trabajo y los obtenidos en 
un estudio centrado en cáncer de próstata, en el que HPRT1 
demostró ser el gen más estable y RPL13A y ACTB los más 
inestables [125]. Estos resultados son inversos a los aquí 
observados, siendo HPRT1 el gen más inestable y RPL13A uno 
de los genes más estables. 
Los mejores genes de referencia detectados en este estudio 
resultaron estar entre los menos utilizados habitualmente: TBP, 
RPL13A y B2M. Para optimizar los resultados se debería utilizar 
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una combinación de dos o tres genes de referencia [127, 129]. Lo 
que proponemos en base a nuestros resultados, es que para 
estudios generales de cartílago en pacientes de edad avanzada, el 
uso de la combinación de TBP y RPL13A podría ser un buen 
punto de partida, pudiendo plantearse la inclusión de B2M.  
Revisando la bibliografía nos encontramos con varios estudios 
en los que se han buscado los genes de referencia más estables 
para su uso en cultivos de condrocitos y en cartílago en 
diferentes contextos (Tabla 10). En estos trabajos se emplearon 
los mismos programas informáticos mencionados con 
anterioridad, geNorm y NormFinder. Revisando los resultados, 
llama la atención la concordancia con los hallazgos aquí 
expuestos. Es muy relevante el hecho de que entre los genes más 
inestables en todos los escenarios, se encuentran genes que se 
utilizan como genes de referencia en muchos estudios, incluso en 
el campo de la OA. De todos modos, también hay alguna 
discrepancia puntual, como el hecho de que RPL13A sea uno de 
los genes más inestables en los platillos vertebrales, siendo uno 
de los más estables en nuestro estudio y en los otros dos trabajos 
de la tabla 10. Esto se puede justificar por diferencias entre los 
platillos vertebrales y el cartílago articular, lo que reafirma la 
necesidad de evaluar los genes de referencia en cada tejido y para 
cada condición  experimental. 
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Tabla 10. Estudios que han identificado los genes de referencia más 
estables en tejidos de relevancia en la OA 
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A día de hoy, varios trabajos han tenido en cuenta los resultados 
aquí expuestos para seleccionar los genes de referencia 
empleados para normalizar sus resultados [95, 163-168], si bien 
en la mayoría de ellos optaron por emplear sólo un gen de 
referencia. 
Finalmente, hay que tener en cuenta algunas limitaciones del 
presente trabajo. Primero, el número de genes evaluados fue 
limitado. Se han propuesto otros genes para su uso en qPCR y es 
posible que algunos de ellos sean una mejor alternativa que los 
aquí propuestos. Los estudios de microarray en cartílago, los 
cuales empiezan a publicarse [114, 116, 140], podrían 
proporcionar pistas para la identificación de genes candidatos. 
Segundo, los resultados obtenidos en este trabajo sólo se pueden 
aplicar en estudios de cartílago humano centrados en OA de 
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grandes articulaciones. En concreto, las muestras empleadas 
procedían de pacientes de edad avanzada. Por lo tanto no se 
pueden extrapolar con certeza estos hallazgos a la hora de 
realizar estudios en otras articulaciones y/o pacientes de distinto 
rango de edad. Tampoco está claro hasta qué punto se pueden 
aplicar los resultados obtenidos con SYBR® Green a otras 
técnicas de qPCR. 
A pesar de ello, lo aquí expuesto puede servir como una guía 
para cualquier otro trabajo que se vaya a realizar con cartílago en 
el que se podrían seleccionar los genes de referencia una vez se 
hubiera comprobado su estabilidad. 
5.2 Estudio de la ruta de TGF-ß 
5.2.1 Estudio de las isoformas de TGF-ß 
Hay un gran número de estudios in vitro y en modelos animales 
que han demostrado la gran relevancia que tiene TGF-ß en el 
desarrollo de la OA, pero la información procedente de cartílago 
humano es escasa. En este trabajo se procedió a cuantificar los 
niveles de expresión de TGF-ß a nivel de ARNm y a nivel 
proteico en cartílago procedente de pacientes con OA de cadera 
y controles.  
Al realizar estudios cuantitativos de niveles de expresión hay que 
tener mucho cuidado con los detalles técnicos. Se ha empleado la 
combinación de tres genes de referencia para normalizar los 
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resultados obtenidos con la qPCR. Los genes seleccionados 
fueron TBP, RPL13A y B2M, los genes de referencia 
identificados en el trabajo expuesto en el apartado anterior, como 
más estables en cartílago humano artrósico y control procedente 
de pacientes de edad avanzada [133]. Estas características se 
corresponden con el perfil de los casos y controles utilizados en 
el estudio de la ruta de TGF-ß. Además, se ha tenido en cuenta la 
eficiencia de las PCRs, empleando sólo aquellos sets de primers 
que demostraron una eficiencia superior al 95%. 
Se observó un aumento significativo de la expresión de las tres 
isoformas de TGF-ß en cartílago procedente de caderas 
artrósicas al compararlo con control. Las diferencias fueron en 
torno al 50% de incremento para TGF-ß1 y TGF-ß2 y algo más 
del doble en el caso de TGF-ß3. Estos cambios probablemente 
se corresponden con el mayor porcentaje de condrocitos que 
mostraron inmunorreactividad para las tres isoformas de TGF-ß 
en los estudios histológicos de cartílago artrósico. Esta 
positividad se trasladó a capas más profundas en aquellas 
muestras que mostraron daño severo en las capas superficiales. 
Por lo tanto, se puede deducir que el aumento de la expresión de 
las isoformas de TGF-ß determinado con la qPCR  se debe a que 
hay un mayor porcentaje de células que expresan TGF-ß tanto en 
capas superficiales como profundas. 
Una posible limitación a tener en cuenta es que algunas de las 
muestras empleadas como controles podrían pertenecer a 
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pacientes con osteoporosis ya que fueron obtenidas de sujetos 
sometidos a artroplastia por fractura de cadera. Si bien, los 
niveles de TGF-ß en sangre y en hueso de pacientes con 
osteoporosis se han descrito como estables o incluso 
incrementados [141, 142]. Por lo tanto, el incremento que se ve 
en cartílago artrósico parece no estar relacionado con este hecho. 
El incremento detectado en cartílago de los niveles de TGF-ß 
hasta fases avanzadas de OA es consistente con el papel 
propuesto de TGF-ß como inductor de la respuesta anabólica e 
inhibidor del catabolismo inducido por el factor de necrosis 
tumoral-alfa (TNF-alfa) e interleuquina-1 (IL-1) [84, 87]. Este 
mismo resultado va en contra de la hipótesis de que TGF-ß 
disminuye a medida que la OA progresa y que este descenso 
contribuye a la aparición de lesiones en cartílago. Esta teoría se 
desarrolló en base a resultados obtenidos a partir de dos modelos 
murinos de OA, en los cuales se vio que la expresión de TGF-ß 
prácticamente desaparecía antes de la aparición de erosiones en 
el cartílago [143]. En contraposición, otro modelo de ratón 
mostró un incremento persistente en la expresión de TGF-ß con 
un mayor aumento de la isoforma TGF-ß3 [88]. Los estudios en 
cartílago humano artrósico son escasos y no concluyentes pero 
en su mayoría apuntan a un aumento de expresión como el 
observado en el presente estudio. Un trabajo, en el que se 
empleó inmunohistoquímica, detectó una ligera disminución en 
la captación de TGF-ß1 sin llegar a evidenciar cambios en las 
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otras dos isoformas [94]. Sin embargo, en otro estudio se vio que 
había un aumento en la expresión de ARNm de TGF-ß1 y TGF-
ß3 en cartílago artrósico, si bien para llegar a estos resultados 
sólo se compararon muestras procedentes de seis pacientes 
artrósicos con dos controles [92]. Más recientemente, mediante 
qPCR, se observó un incremento de los niveles de TGF-ß1 en 
muestras de cartílago de 32 pacientes con OA (25 caderas y 7 
rodillas) comparadas con 21 controles [96]. En este último 
trabajo no se estudiaron las otras dos isoformas. Por su parte, 
dos análisis proteómicos han comunicado una elevación de 
TGF-ß1 y un aumento de TGF-ß2, respectivamente [93, 169]. 
Por último, en un microarray realizado con muestras procedentes 
de biopsias de cartílago humano artrósico se determinó una 
elevación de TGF-ß1 en OA [170]. 
El incremento sostenido en la expresión de las tres isoformas de 
TGF-ß que se describe en este trabajo indica la persistencia de 
señales estimuladoras durante la progresión de la OA y que los 
condrocitos son capaces de seguir respondiendo a estas señales. 
Esto se hace especialmente evidente al tener en cuenta que el 
aumento de la expresión de TGF-ß va acompañado de una 
proliferación clonal de los condrocitos y que éstos son capaces 
de producir TGF-ß en capas profundas, lo cual no se ve en 
cartílago control. 
De todos modos, el hecho de que TGF-ß se encuentre 
aumentado en cartílago artrósico no implica que sea efectivo a la 
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hora de protegerlo. La evidencia en este sentido es contradictoria 
[94, 114, 116, 143, 144]. Hay estudios que demostraron una 
reducción en los niveles de TGF-ßR en artrosis [94, 144] y otros 
en los que se determinó que existía un descenso en la 
señalización de la ruta de TGF-ß [143]. Otra posibilidad sería que 
TGF-ß estuviera ejerciendo su efecto a través de una ruta 
alternativa. Así, en un modelo de ratón se ha descrito que la vía 
canónica de señalización de TGF-ß por medio de ALK5, estaría 
desplazada a favor de la señalización por ALK1 [107]. En el 
mismo trabajo se vio que los niveles de ALK1 en cartílago 
humano, estarían correlacionados con los de MMP13, mientras 
que los de ALK5 lo estarían con los de agrecano y colágeno tipo 
2 [107]. En un trabajo realizado con cultivos de condrocitos se 
vio que ALK1 inhibía la síntesis de fibronectina y colágeno tipo 
II, mientras que ALK5 la estimulaba [108]. Por lo tanto, hay 
resultados que apuntan a una disminución de la señalización por 
la ruta de TGF-ß y otros que sugieren una desviación de la ruta 
canónica. Según la evidencia disponible, esta desviación iría a 
favor de que TGF-ß podría ser un inductor del daño en la OA. 
Con todo, los datos obtenidos hasta aquí en el presente trabajo, 
indican que la pérdida de ECM en la OA no tiene que ver con 
una disminución de la expresión de TGF-ß. No está claro si la 
falta de sensibilidad a TGF-ß podría ser un factor determinante 
en el desarrollo de la OA o incluso si TGF-ß ha perdido su 
efecto protector en cartílago para convertirse en un factor nocivo 
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a medida que la OA progresa. Recientemente se ha descrito en 
cartílago humano artrósico, que la expresión de MMP13 estaría 
asociada con un aumento de la expresión de TGF-ß1 [96], lo que 
iría a favor de que TGF-ß está ejerciendo un papel negativo en el 
desarrollo de la OA. En otro trabajo, sobre un modelo de ratón 
con OA, vieron que la expresión de TGF-ß1 en hueso 
subcondral inducía la aparición de daño artrósico, mientras que 
su inhibición disminuía la degeneración del cartílago articular 
[171]. 
Las tres isoformas de TGF-ß presentan una considerable pero 
incompleta similitud en su secuencia de aminoácidos que estaría 
en torno a un 70-80% [59]. Hay múltiples ejemplos que 
demuestran expresiones diferentes para cada isoforma. Esto 
puede deberse a la falta de homología de las regiones promotoras 
de los tres genes lo que haría que estuvieran sometidos a 
distintos mecanismos reguladores [59, 158, 159]. También se ha 
descrito que las tres isoformas tienen actividades superpuestas 
pero no idénticas en múltiples entornos [145-151]. 
El incremento más marcado de TGF-ß3 en cartílago artrósico y 
el hecho de que no esté correlacionado con el aumento de TGF-
ß1 y TGF-ß2, indicarían que TGF-ß3 está sometido a 
mecanismos reguladores distintos a los que actúan sobre las otras 
dos isoformas. La posibilidad de que las isoformas de TGF-ß 
tengan distintos efectos nunca se ha estudiado en cartílago con lo 
que resulta imposible predecir la relevancia que tiene la diferente 
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regulación de TGF-ß3 con respecto a  TGF-ß1 y TGF-ß2 en 
OA. Estos resultados también sugieren que estudiar sólo TGF-
ß1 para definir el papel de TGF-ß en OA podría llevar a obtener 
resultados inexactos. 
En este estudio se incluyó un análisis de COL2A1 y AGC1 con 
la intención de poder evaluar la respuesta anabólica del 
condrocito y su posible relación con los niveles de TGF-ß. 
Se vio que había una disminución en la expresión del gen AGC1 
en cartílago artrósico. La depleción de agrecano en cartílago 
artrósico es uno de los fenómenos más precoces y conocidos 
desde hace tiempo como parte de la pérdida de proteoglicanos. 
Esta reducción podría deberse en parte a una reducción en la 
expresión del gen, pero además se sabe que se produce un 
aumento en la degradación del agrecano por agrecanasas y 
metaloproteasas de matriz. La disminución de la expresión del 
gen de AGC1 aquí descrita, contrasta con lo observado en 
modelos experimentales de OA precoz, en los que se describió 
un aumento en la expresión de AGC1 [152, 153].  Esta 
divergencia puede deberse a que las muestras que se utilizaron en 
nuestro estudio procedían de pacientes sometidos a recambio 
articular por OA avanzada. Por otra parte, los microarrays de 
expresión realizados en cartílago humano procedente de 
pacientes con OA avanzada, no han identificado cambios en la 
expresión de AGC1 [170, 172, 173]. Por lo tanto, es posible que 
nuestro experimento haya detectado una diferencia demasiado 
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pequeña para que se observe de forma reproducible. No es 
posible en este momento mantener que exista un cambio 
indiscutible en el nivel de expresión de este gen. 
Al contrario que en el caso de AGC1, se detectó un incremento 
significativo de la expresión de COL2A1 en cartílago artrósico. 
Este hallazgo sería consistente con lo ya descrito previamente 
[154] y con los hallazgos de múltiples estudios de expresión con 
microarrays [170, 172, 173]. 
El aumento de la expresión de COL2A1 sería un reflejo de la 
respuesta de reparación del cartílago. Sin embargo, no se observa 
un aumento similar de AGC1, lo que es sugestivo de que a 
medida que la OA avanza, se produce un intento fallido de la 
remodelación del cartílago, existiendo un desequilibrio en la 
producción de los componentes de la matriz, más que una 
síntesis insuficiente de todos sus componentes. 
No se vio una correlación entre los niveles de COL2A1 y AGC1 
con los de las isoformas de TGF-ß. Es difícil poder interpretar 
este resultado, debido a la gran complejidad de la regulación 
postranscripcional de la vía de TGF-ß, por lo que la falta de una 
relación directa entre los niveles de las isoformas de TGF-ß  y los 
de COL2A1 y AGC1 puede deberse a múltiples factores.  
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5.2.2 Estudio de SMAD2, SMAD3 y PPM1A 
En base a lo expuesto en el apartado anterior, asumimos que hay 
un aumento de la expresión de TGF-ß en cartílago artrósico. 
Como paso adicional nos propusimos investigar si este 
incremento de TGF-ß se traducía en un aumento de la 
señalización por la vía canónica, o lo que es lo mismo, si había 
un aumento de la fosforilación de SMAD2 y SMAD3 en 
cartílago artrósico. Además, se estudió la expresión de PPM1A 
en cartílago artrósico, una fosfatasa capaz de interferir en la 
fosforilación de SMAD2 y SMAD3. 
A la hora de realizar las qPCR, se tuvieron en cuenta las mismas 
premisas que en el estudio de las isoformas de TGF-ß. Todas las 
PCRs presentaron una eficiencia superior al 95% y además, se 
ajustaron los resultados de las qPCR con los tres genes de 
referencia, TBP, RPL13A y B2M, que fueron identificados en el 
trabajo inicial como los más estables en cartílago procedente de 
sujetos de edad avanzada [133]. 
La qPCR evidenció un incremento significativo de la expresión 
de SMAD2 en cartílago artrósico, mientras que no se detectaron 
diferencias en la expresión de SMAD3. 
A nivel proteico, el estudio más completo fue el 
inmunohistoquímico, que no mostró ningún cambio relevante en 
la extensión de la expresión de SMAD2 y SMAD3. Los dos 
factores de transcripción estuvieron limitados a una fracción de 
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los condrocitos de las capas superficiales del cartílago. Sin 
embargo, se observó un aumento moderado de P-SMAD2 y en 
menor medida de P-SMAD3. El análisis de western-blot ha sido 
muy limitado y sus resultados sólo pueden considerarse en 
cuanto no contradicen los hallazgos observados con las otras 
técnicas. 
En un estudio anterior se ha descrito un aumento de la expresión 
de ARNm de SMAD3 en cartílago humano artrósico [96]. La 
discrepancia con los hallazgos aquí expuestos podría deberse a 
que en dicho trabajo se empleó GAPDH como gen de referencia 
para normalizar los resultados de la qPCR. Como se ha descrito 
en el apartado anterior y se ha corroborado por otros autores, 
GAPDH no es un buen gen de referencia en cartílago humano 
artrósico [133, 160-162]. Por otra parte, los microarrays de 
expresión no han demostrado cambios en la expresión de estos 
factores de transcripción a nivel de ARNm [170, 172, 173]. Esto 
resultados son compatibles con los resultados de la qPCR e 
inmunohistoquímica aquí expuestos: ausencia de cambios o 
ligeros cambios en la expresión de SMAD2 y SMAD3. De 
hecho, el aumento de la expresión de SMAD2 observado en la 
qPCR fue sólo de 1.28 veces, lo que está claramente por debajo 
del umbral de 2 veces, normalmente utilizado en los estudios de 
microarrays. Este resultado también es coherente con lo que se 
sabe de la regulación de SMAD2 y SMAD3, que tiene lugar 
DISCUSIÓN 
122 
principalmente a nivel de fosforilación y translocación al núcleo, 
y no a nivel de transcripción [174]. 
Los hallazgos del Western-blot son discordantes a este respecto 
pues parecen indicar que hay un aumento de la cantidad de 
proteína, tanto sin fosforilar como fosforilada. Aunque es posible 
que la proteína esté aumentada sin cambios detectables a nivel de 
ARNm, esto parece incompatible con los resultados de la 
inmunohistoquímica. Por lo tanto, se debe considerar que los 
resultados del Western-blot lo único que muestran es que no hay 
una disminución de P-SMAD2 y P-SMAD3, que es el resultado 
que se debería esperar si hubiese un defecto de señalización por 
la ruta canónica de TGF-ß. El análisis de un mayor número de 
muestras permitirá definir si los otros resultados de Western-blot 
se mantienen o no. 
Por desgracia, la falta de un soporte suficiente del Western-blot 
nos deja sólo con la inmunohistoquímica para valorar los 
cambios en las formas fosforiladas de SMAD2 y SMAD3 en 
cartílago artrósico. Estos cambios son modestos, pero sugieren 
que el aumento de la expresión de las isoformas de TGF-ß 
relatado en el apartado anterior [95], es efectivo a la hora de 
ejercer su señalización por la vía canónica. En definitiva, el 
aumento de TGF-ß en cartílago artrósico conlleva que SMAD2 y 
SMAD3 sean fosforilados. Esta consecuencia no es irrelevante, 
pues TGF-ß se regula a múltiples niveles postranscripcionales y, 
por lo tanto, un aumento a nivel de ARNm no se traduciría 
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automáticamente en un aumento de la señal. Además, se ha 
propuesto que otros pasos de la ruta se verían afectados en la 
OA, lo que interferiría con la transmisión de la señal de TGF-ß. 
En concreto se ha descrito una disminución de los niveles de 
TGF-ßR2 en cartílago humano artrósico [94, 144]. Por lo tanto, 
el aumento de las formas fosforiladas de SMAD2 y SMAD3 es 
muy importante pues muestra que la ruta canónica de TGF-ß 
está hiperactiva en la OA. 
Podríamos interpretar la fosforilación de SMAD2 y SMAD3 
como un mecanismo compensatorio a medida que la OA 
progresa, representando un esfuerzo por parte del condrocito 
que intenta evitar su diferenciación terminal. Sin embargo, 
también es posible que el incremento en la actividad de la ruta de 
TGF-ß tuviera un efecto deletéreo en el cartílago artrósico, tal 
como se ha sugerido en algunos estudios previos [88, 105]. En 
esta línea, se ha visto que TGF-ß aumenta la expresión de 
MMP13 en cultivos de condrocitos [99] y, como ya se comentó 
previamente, se determinó una asociación entre los niveles de 
MMP13 y el incremento en la expresión de TGF-ß1 en cartílago 
humano artrósico [96]. En ese mismo estudio se sugirió que la 
activación de MMP13 por TGF-ß1 se establece a través de una 
vía alternativa a la de SMAD2 y SMAD3. Esta hipótesis ya se ha 
planteado con anterioridad como una de las que tratan de 
explicar el desarrollo de la OA. Según esta teoría, TGF-ß dejaría 
de señalizar a través de ALK5 hacia SMAD2 y SMAD3 a favor 
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de la señalización a través de ALK1 hacia SMAD1/5/8. Este 
cambio iría asociado a un aumento de la expresión de MMP13 y, 
por ende, se produciría la diferenciación terminal del condrocito 
[107, 155]. Sin embargo, esa ruta alternativa no sería la única 
explicación posible de la relación entre TGF-ß  y MMP13. En 
efecto, TGF-ß también podría ejercer su efecto a través de otra 
ruta, mediante una proteína quinasa activada por mitógenos 
(MAPK), la cual se ha relacionado con los niveles de MMP13. 
En esta ruta dependiente de MAPK tendría que haber una 
coactivación de los R-SMADs para que la estimulación de 
MMP13 fuera efectiva [101]. Nuestros resultados no han 
analizado de forma suficiente los efectos de TGF-ß en el 
cartílago como para informar sobre el efecto final, beneficioso o 
deletéreo de TGF-ß en la OA. Lo que ya nos permiten los 
resultados discutidos hasta aquí, es desmentir la parte de la 
hipótesis en la que se argumenta que TGF-ß ejerce un papel 
nocivo al haber una disminución de la señalización por la ruta 
canónica de TGF-ß.  
En este trabajo también se estudió la expresión de PPM1A en 
cartílago humano. PPM1A ejerce un efecto inhibidor en la 
señalización de TGF-ß mediante la defosoforilación de los R-
SMADs [75]. Partimos de la base de que PPM1A podría estar 
jugando un papel en la patogenia de la OA, mediante la 
finalización de la señal inducida por TGF-ß. Se vio que PPM1A 
estaba presente en cartílago artrósico y control, pero no se 
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apreciaron diferencias en los niveles de expresión de PPM1A en 
la OA. Recientemente se ha descrito un aumento de la expresión 
de PPM1A en tejido sinovial procedente de pacientes con 
espondilitis anquilosante, habiendo empleado tejido sinovial de 
pacientes con artritis reumatoide y OA como controles. En este 
estudio no se evidenciaron diferencias en los niveles de expresión 
de PPM1A en los controles [156], lo que confirma nuestros 
hallazgos. Por lo tanto, no parece que cambios en la expresión de 
PPM1A en cartílago estén desempeñando un papel relevante en 
la OA. 
5.2.3 Estudio de ALK1, ALK5 y TGFBR2 
Por último, se ha analizado la expresión a nivel de ARNm de 
unos protagonistas fundamentales en la ruta de TGF-ß que son 
los receptores. Se han descrito cambios en los niveles de 
expresión de TGFBR2 en OA, sobre todo en modelos animales, 
con escaso soporte en estudios en humanos [94, 144, 175]. 
Además, como ya se ha expuesto en este trabajo, hay una teoría 
que se basa en que TGF-ß dejaría de señalizar por la vía 
canónica, ALK5, a favor de una ruta alternativa a través de 
ALK1 que conllevaría la aparición de daño en el cartílago [107, 
108]. Esta hipótesis se basa sobre todo en resultados obtenidos 
en ratones. La evidencia en cartílago humano en este sentido es 
escasa, aunque se vio que en cartílago humano artrósico había 
una correlación entre los niveles de ALK1 y MMP13 y entre los 
niveles de ALK5 y agrecano y colágeno tipo II, esta es una 
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evidencia muy indirecta que no se puede considerar como causal. 
Además, no se compararon los niveles de expresión de estos 
receptores con los de cartílago control [107]. Fue precisamente 
eso lo que nos propusimos hacer en este apartado. 
Al igual que en los apartados anteriores se optimizaron las PCRs 
de tal forma que todas tuvieron una eficiencia por encima del 
95% y se normalizaron los resultados de las qPCR con los tres 
genes de referencia identificados como más estables en cartílago 
procedente de sujetos de edad avanzada, TBP, RPL13A y B2M 
[133]. 
Sólo ALK5 demostró un incremento significativo en cartílago 
artrósico, mientras que no se detectaron diferencias en ALK1 y 
TGFBR2. No se detectó correlación entre los niveles de 
expresión de estas tres moléculas. 
Al revisar la literatura, la evidencia es muy escasa, pero apunta a 
que hay un descenso en la expresión de TGFBR2 [94, 144, 175]. 
Uno de los trabajos se basaba en un modelo de OA en conejo 
[144], otro era con cultivo de condrocitos [175] y sólo uno de 
ellos se realizó con cartílago humano artrósico, pero únicamente 
emplearon inmunohistoquímica y observaron la disminución 
sólo en las muestras muy dañadas [94]. En las muestras 
moderadamente alteradas la expresión de TGFBR2 fue 
comparable al cartílago normal o ligeramente elevada [94]. Por lo 
tanto, ante la falta de evidencia contraria, se puede considerar 
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que nuestro resultado de falta de cambio en la expresión de 
TGFBR2 es válido. Además, este resultado se refuerza por la 
ausencia de cambios en ninguno de los estudios de microarrays 
de expresión o de proteómica publicados, en los que comparan 
cartílago artrósico con controles [93, 170, 172, 173]. 
Algo similar ocurre con ALK5 y ALK1 que sólo han sido 
estudiados de forma suficiente en modelos de ratón. En la OA 
humana sus niveles no se han comparado con cartílago control, 
salvo en los estudios sistemáticos. En éstos, tanto microarrays de 
expresión como estudios proteómicos, no se han comunicado 
cambios [93, 170, 172, 173]. Por lo tanto, no hay antecedentes 
suficientes para sostener el desequlilibrio de ALK5 a favor de 
ALK1 fuera de los modelos en ratones. Nuestros resultados 






















Las conclusiones a las que se ha llegado tras la realización del 
presente proyecto son las siguientes: 
1. Para realizar una evaluación precisa en los estudios de 
expresión mediante qPCR se requiere seleccionar unos genes 
de referencia adecuados. En cartílago humano artrósico se 
debe utilizar la combinación de TBP y RPL13A como genes 
de referencia, pudiendo plantearse la inclusión de B2M. 
2. En cartílago humano artrósico hay un aumento de la 
expresión de las tres isoformas de TGF-ß y de su receptor 
ALK5. 
3. A nivel de ARNm se observa una correlación entre los niveles 
de TGF-ß1 y TGF-ß2, mientras que TGF-ß3, que es la que 
mayor aumento presenta en su expresión, se regula de forma 
independiente. 
4. En cartílago humano artrósico hay un aumento en la 
fosforilación de SMAD2 y SMAD3. Estos cambios indican 
que la ruta canónica de TGF-ß está activada, posiblemente 
como consecuencia del aumento de expresión de las 
isoformas de TGF-ß y de ALK5 y la falta de cambios en la 
expresión de TGFBR2 y ALK1 y de moléculas supresoras 
como PPM1A. Estos resultados cuestionan las hipótesis que 
atribuyen un papel patogénico en la OA humana a defectos 
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